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ZUSAMMENFASSUNG 
Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne Plasmazell-Erkrankung, die durch exzessive 
Veränderungen der Chromosomen charakterisiert ist. Seit kurzem werden zentrosomale 
Aberrationen als Ursache chromosomaler Instabilität diskutiert. Zentrosomen sind in der 
Mitose für die akkurate Chromosomensegregation verantwortlich. Beim MM wurde die 
zentrosomal lokalisierte mitotische Kinase Aurora-A als ein möglicher Kandidat identifiziert, 
deren Deregulierung die Prozesse der Zentrosomenregulierung sowie der 
Chromosomenverteilung beeinträchtigt. In verschiedenen Tumoren liegt Aurora-A amplifiziert 
und/oder überexprimiert vor, was mit der Zentrosomenamplifikation und Aneuploidie 
korreliert. Zwei kodierende Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) im Aurora-A Gen, 
Phe31Ile und Val57Ile, wurden bereits in verschiedenen Tumorentitäten beschriebenen und 
korrelieren mit der Anfälligkeit zur Krebsentstehung. 
Um eine mögliche Relevanz der Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs beim MM zu ermitteln, wurde 
die Assoziation mittels Genotypisierung der DNA aus dem peripheren Blut von 290 MM-
Patienten (PB-Gruppe), dem Knochenmark angereicherter CD138-positiver Myelomzellen von 
71 MM-Patienten (KM-Gruppe) und dem peripheren Blut von 239 gesunden Individuen unter 
Berücksichtigung der Alters- und der Geschlechterverteilung evaluiert. Dabei konnte das 
169G (Val57)-Allel beim MM als riskantes Allel identifiziert werden, das sowohl bei der PB- 
(p=0,036) als auch bei der KM-Gruppe signifikant erhöht (p=0,016) auftrat. Bei 
heterozygoten MM-Patienten kann die Begünstigung der Val57-Variante durch Verlust der 
Heterozygosität (LOH) oder durch transkriptionelle Regulationsmechanismen verursacht 
werden. Weiterhin korreliert die Val57-Variante beim MM signifikant mit der Deletion von 
17p13 (p=0,035), welche zum Verlust des Tumorsuppressorgens p53 führt, das im 
progressiven Stadium des MMs vorzufinden ist. 
Zur genaueren Charakterisierung der Val57-Variante wurden Osteosarkomzelllen (U2OS) 
stabil mit den Aurora-A-Genvarianten Val57 (U2OS-Val57) und Ile57 (U2OS-Ile57) 
transfiziert. U2OS-Val57-Zellen zeigten dabei neben einer verstärkten Kinaseaktivität, 
vermehrte zentrosomale Aberrationen in Interphase-Zellen (p=0,017) und häufig abnormale 
Spindelbildung in mitotischen Zellen (p=0,005), die vermutlich auf die Wirkung des Aurora-A 
Val57-Genotypen zurückzuführen sind. Zudem hatten U2OS-Val57-Zellen eine signifikant 
erhöhte Proliferation (p≤0,001) und vermehrte Mitosen (p<0,001), die eine kürzere 
Mitosedauer aufwiesen (p=0,028).  
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit das Aurora-A Gen mit dem Genotyp Val57 als ein 
Risikofaktor für das MM identifiziert werden, das durch erhöhte Kinaseaktivität und 
verstärkte Zentrosomenamplifikation sowohl an der Suszeptibilität für das MM als auch bei 
der Progression vom MM im Zusammenhang mit der Deletion von p53 beteiligt ist. 
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ABSTRACT 
Multiple Myeloma (MM) is a plasma cell malignancy which is characterized by recurrent 
chromosomal translocations and multiple other chromosomal abnormalities. Only little is 
known about the origin of numerical chromosomal abnormalities in this disorder. Recently, 
centrosomal aberrations have been implicated as a cause of chromosomal instability. 
Centrosomes are responsible for the correct separation of chromosomes during mitosis. 
Recently, the centrosomally localized mitotic kinase Aurora-A was identified as a potential 
candidate gene in MM which is an important regulator of centrosomes. Any deregulation of 
Aurora-A might lead to abnormal regulation of centrosomes and subsequently to 
chromosome missegregation. Aurora-A has been shown to be amplified and/or 
overexpressed in various tumors correlating with centrosomal amplification and aneuploidy. 
Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the Aurora-A gene, Phe31Ile and 
Val57Ile, have been reported to be involved in cancer predisposition.  
To evaluate the association of Phe31Ile- and Val57Ile-SNPs with the risk of MM development, 
we have genotyped DNA from peripheral blood of 290 MM patients (PB-group), bone marrow 
derived CD138-positive myeloma cells of 71 MM patients (KM-group) and peripheral blood of 
239 age-matched healthy individuals as control. The allele frequency of 169G (encoding 
Val57) was significantly elevated in the PB-group (p=0,036) as well as in the KM-group 
(p=0,016). A loss of heterozygosity (LOH) or transcriptional regulation might cause 
homozygosity of Val57 in heterozygous MM-patients. Furthermore, the deletion of 17p13 
correlated with the Val57 variant which leads to deletion of the tumor suppressor gene p53, 
a late stage event.  
To characterize the Val57 variant in more detail, stable cell lines were generated in the 
osteosarcoma cell line U2OS with the Aurora-A gene variants Val57 (U2OS-Val57) as well as 
Ile57 (U2OS-Ile57). U2OS-Val57 cells showed stronger kinase activity and increased 
centrosomal aberrations in interphase cells (p=0,017) as well as elevated spindle 
abnormalities in mitotic cells (p=0,005) which are based on specific effects of the haplotype 
Phe31-Val57. Besides, they showed significantly enhanced proliferation (p≤0,001) and 
mitosis rate (p<0,001) with mitosis being much shorter in duration of mitosis when 
compared to U2OS-Ile57 cells (p=0,028). 
In summary, the Aurora-A gene with the genotype Val57 was identified as a risk allele which 
contributes to higher susceptibility and progression in MM in context with p53 deletion due to 
enhanced kinase activity and increased induction of centrosomal aberrations.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EINLEITUNG 
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I EINLEITUNG 
 
1 GENETISCHE INSTABILITÄT ALS URSACHE DER TUMORENTSTEHUNG 
Bei nahezu allen Tumorarten sind ausgeprägte Veränderungen der Erbsubstanz aufzufinden. 
Ein Kernmerkmal von Tumorzellen ist die zunehmende genetische Instabilität oder 
Aneuploidie, die durch somatische Mutationen der DNA und durch chromosomale Instabilität 
(CIN) gekennzeichnet ist. Als CIN wird der Prozess des kontinuierlichen Zugewinns oder 
Verlustes von Teilen oder ganzen Chromosomen definiert (LENGAUER et al., 1997). Die CIN 
trägt wesentlich zur Tumorgenese bei, indem die Häufigkeit des Verlustes der Heterozygotie 
(LOH, Loss of heterozygosity) bzw. die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und/oder 
die Häufigkeit der Amplifikation von Onkogenen durch Chromosomenduplikation beschleunigt 
werden. Diese begünstigen den Erwerb weiterer Mutationen, welche vorteilhaft für die 
Proliferation und das Überleben der Tumorzelle sind (LOEB, 1991). Während normale, 
humane Zellen 46 Chromosomen enthalten, besitzen aneuploide Tumorzellen eine abnormale 
Anzahl von Chromosomen. Darüber hinaus wird die Aneuploidie häufig von strukturellen 
chromosomalen Aberrationen wie Translokationen begleitet, die zur Deregulierung 
bestimmter Gene führen, wenn zum Beispiel Onkogene unter die Kontrolle von Enhancer-
Elementen gelangen.  
Der molekulare Mechanismus zur Enstehung von CIN und Aneuploidie ist bisher noch nicht 
bekannt. Unter anderem werden aber Defekte während der Mitose diskutiert. Die Mitose ist 
für den Zellzyklus insofern essentiell, als sie zwei identische Tochterzellen generiert. Um die 
hohe Genauigkeit der Chromosomenduplikation und der Chromosomensegregation 
sicherzustellen, existieren Überwachungsmechanismen. Während der Mitose bietet der 
mitotische Kontrollpunkt (auch Spindel-Kontrollpunkt genannt) einen ersten Schutz gegen 
die Missegregation der Chromosomen (KOPS et al., 2005). Neben der Deregulation von 
Kontrollpunkten werden Deregulierung mitotischer Kinasen und Zentrosomenaberrationen als 
weitere potentielle Ursachen von CIN betrachtet. 
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2 DAS MULTIPLE MYELOM  
2.1. Definition 
Diese maligne lymphoproliferative B-Zell-Erkrankung wurde erstmals im Jahr 1873 durch 
Otto Kahler als Multiples Myelom (MM) beschrieben, welches deshalb auch unter der 
Bezeichnung Morbus Kahler bekannt ist. Charakteristisch für das MM sind neben Osteolysen 
bzw. Osteoporose Herde mit monoklonaler Plasmazellvermehrung an multiplen Stellen im 
Knochenmark, wohingegen bei einem lokal begrenzten Herd von einem solitären 
Plasmozytom gesprochen wird. Im gesunden Knochenmark machen Plasmazellen nur einen 
sehr geringen Anteil der Zellen aus (<5%). MM-Patienten weisen jedoch ein verstärktes 
Wachstum maligner Plasmazellen im Knochenmark auf (>10-90%). Monoklonale 
Plasmazellherde außerhalb des Knochenmarks werden als extramedulläres Myelom 
bezeichnet und können in seltenen Fällen, wenn im Blut mehr als 20% der entarteten 
Plasmazellen nachweisbar sind, zur aggressiven Plasamzell-Leukämie führen.  
Die meisten entarteten Plasmazellen produzieren entweder funktionsuntüchtige Antikörper, 
Antikörperbruchstücke eines Idiotypen (IgG, IgA, IgD) oder nur Leichtketten (κ oder λ), die 
im Serum (Paraprotein, M-Protein) und/oder im Urin (Bence-Jones-Protein) nachweisbar sind. 
Das Ausmaß der Malignität kann sehr unterschiedlich sein und reicht von Krebsvorstufen 
über nur langsam proliferierende Krankheitsverläufe wie der Monoklonalen Gammopathie 
unbestimmter Signifikanz (MGUS) und dem schwelendem Myelom bis zum aggressiven 
extramedullären Myelom, das ohne Behandlung schnell zum Tod führen kann. 
 
2.2. Epidemiologie und Symptome 
Bei etwa 1% aller malignen Neuerkrankungen pro Jahr liegt ein Multiples Myelom vor. 
Jährlich werden pro 100.000 Einwohner etwa vier Neuerkrankungen in Deutschland 
diagnostiziert. Somit zählt das Multiple Myelom zu den seltenen Erkrankungen, ist jedoch das 
häufigste primär im Knochen lokalisierte Tumorleiden. Das durchschnittliche Alter bei 
Erstdiagnose liegt zwischen 60 und 70 Jahre, wobei Männer häufiger betroffen sind als 
Frauen (FREYSCHMIDT, 1998).  
Die Krankheitssymptome entstehen einerseits durch die Plasmazellvermehrung im 
Knochenmark, die durch Verdrängung der normalen Hämatopoese zur Anämie, 
Thrombozytopenie und Leukopenie führen. Diese manifestieren sich wiederum in 
Kurzatmigkeit, erhöhter Blutungsneigung und Infektanfälligkeit. Plasmazellen stimulieren 
zudem Osteoklasten, die durch Osteolysen zur Ausdünnung der Knochen vor allem in 
Wirbelsäule, Beckenknochen, Rippen und Schädel führen und Knochenbrüche sowie 
Schmerzen auslösen. Die monoklonalen Antikörper selbst können durch Ablagerungen im 
Gewebe zu Funktionsstörungen verschiedener Organe (wie Nierenversagen) und durch 
erhöhte Viskosität des Blutes zur Beeinträchtigung der Durchblutung führen. 
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2.3. Stadieneinteilung und Prognosefaktoren  
Eine Stadieneinteilung wurde bislang mittels der mit der Tumorlast korrelierenden Durie-
Salmon-Klassifikation durchgeführt. Das neue Internationale Staging System (ISS), welches 
auf Serumkonzentration von β2-Mikroglobulin und Albumin basiert, korreliert aber besser mit 
der Prognose. Eine von Kuehl und Bergsagel vorgeschlagene molekulare Klassifikation beruht 
auf Ig-Translokationen und der Expression von Cyclin-D und scheint mit dem Überleben der 
Patienten gut zu korrelieren (KUEHL & BERGSAGEL, 2005). Seitens der Durchführung ist 
allerdings das ISS praktikabler. Zu den prognostischen Standardfaktoren beim MM gehören 
Serum-β2-Mikroglobulin, C-reaktives Protein (CRP), Serum-Albumin, Laktatdehydrogenase 
und Plasmazell-Labeling Index (Plasmazell-Wachstum). Neben diesen bereits etablierten 
Prognosefaktoren werden chromosomale Aberrationen als prognostische Parameter diskutiert 
(PEREZ-SIMON et al., 1998). Bisher konnte gezeigt werden, dass Non-Hyperdiploidie und 
Deletion von Chromosom 13 und 13q unabhängig von der Therapiemethode (Standard- vs. 
Hochdosis-Chemotherapie) mit kürzerem Überleben zusammenhängen (FONSECA et al., 
2002b; TRICOT et al., 1995). Erst kürzlich zeigte eine Studie, dass der Zentrosomen-Index 
(CI, Centrosomal index) mit einer kürzeren Lebenserwartung in Wechselbeziehung steht und 
als prognostischer Marker beim MM eingesetzt werden kann (CHNG et al., 2008). 
 
2.4. Therapie 
Beim Multiplen Myelom handelt es sich um ein unheilbares Tumorleiden. Sowohl die 
konventionelle Chemotherapie als auch die autologe Stammzelltransplantation tragen nur zur 
Lebensverlängerung bei, so dass im Frühstadium der Krankheitsverlauf nur beobachtet wird. 
Treten Symptome und Komplikation auf, ist eine Chemotherapie indiziert. Ziel der 
Behandlung ist eine möglichst lang anhaltende Remission mit Verbesserung bzw. Erhalt der 
Lebensqualität. 
Bei Patienten über 65 Jahre gilt eine intermittierende Chemotherapie mit Melphalan und 
Prednison als Standardtherapie. Bei zunehmender Therapieresistenz kommen Kombinations-
schemata (VAD: Vincristine, Adriamycin, Dexamethason) zur Anwendung, die jedoch eine 
erhöhte Toxizität aufweisen, ohne die Prognose wesentlich zu verbessern. Bei Patienten 
unter 65 Jahre kann eine Hochdosischemotherapie mit Stammzelltransplantation angewendet 
werden, die die Ansprechrate erhöht und die Überlebenszeit verlängert.  
Zu Verfahren der Rezidivtherapie zählen Bortezomib, ein Proteasom-Inhibitor, Thalidomid 
und dessen Derivat Lenalidomid mit antiangiogenetischer Wirkung.  
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2.5. Pathogenese des MM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1   Die Pathogenese des 
Multiplen Myeloms 
A Die verschiedenen Stadien zur 
Entstehung des Multiplen Myeloms 
(modifiziert nach Kühl und 
Bergsagel, 2002) 
B Der schematische Ablauf der B-
Zell Entwicklung (modifiziert nach 
Seidl, 2003) 
 
Verschiedene onkogene Ereignisse tragen zur Entstehung des MM bei. Mindestens 30-50% 
der MM entstehen aus einer gutartigen Vorerkrankung, der Monoklonalen Gammopathie mit 
unklarer Signifikanz (MGUS), die sich nicht immer über das Stadium des ‚schwelenden 
Myeloms’, ein frühes Krankheitsstadium ohne erkennbare Symptome, zu einem MM 
entwickelt (Abb. 1A). Zu Beginn lokalisiert das MM noch im Knochenmark (intramedulläres 
Myelom), das sich im Verlauf der Krankheit zu einem aggressiven Tumor entwickelt und in 
extramedullären Regionen absiedelt (extramedulläres Myelom). 
Gegenwärtig wird angenommen, dass Myelomzellen aus post-follikulären B-Zellen oder 
Plasmazellen hervorgehen, da Prozesse wie somatische Hypermutationen und 
Isotypenwechsel, die nur den post-follikulären Zellen oder Plasmazellen vorbehalten sind, in 
Myelomzellen nachweisbar sind. Während der Entwicklung zur Plasmazelle differenzieren 
Vorläufer-B-Zellen durch schrittweise Umlagerung von VDJ-Gensegmenten der 
Immunglobulingene zu naiven B-Zellen. Diese zirkulieren im Blut und in den sekundären 
Lymphorganen bis sie auf Antigene treffen und von ihnen aktiviert werden (Abb. 1B). Es 
werden kurzlebige, IgM sezernierende Plasmazellen ausgebildet, um eine schnelle 
Immunantwort zu erreichen. Gleichzeitig entstehen durch den Prozess der Affinitätsreifung 
mit klonaler Expansion und somatischer Hypermutation von variablen Ig-Genregionen im 
Keimzentrum der Follikel hochaffine, langlebige Plasmazellen und Gedächtniszellen (WAGNER 
& NEUBERGER, 1996). Zusätzlich kann es zum Isotypenwechsel der schweren Kette des 
Immunglobulins (Ig) kommen, die eine jeweilige spezielle Effektorfunktion der Isotypen zur 
Folge hat (ESSER & RADBRUCH, 1990; LIU et al., 1996)  
Während der Entwicklung zur Plasmazelle durchlaufen B-Lymphozyten verschiedene DNA-
Modifikationen, für die DNA-Strang-Brüche erforderlich sind. Zahlreiche DNA-Strang-Brüche 
werden während der Umlagerung von VDJ-Gensegmenten der Immunglobulingene, der 
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somatischen Hypermutation von variablen Ig-Genregionen und dem Isotypenwechsel der 
schweren Ig-Ketten eingeführt, was zeigt wie anfällig B-Lymphozyten für genetische 
Instabilität sind (LOFFERT et al., 1994).  
Der Erste, der Myelomzellen näher untersucht hat, war der Chirurg John Dalrymple, der Mitte 
des 19. Jahrhunderts das Knochenmark eines Myelompatienten untersuchte und dabei runde 
bis ovale Zellen teilweise mit mehreren Nuklei beobachtete. Mittels konventioneller 
Karyotypisierung und mit auf Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-basierenden 
Methoden wie Spektraler Karyotypisierung (SKY) und Multikolor-FISH konnten zahlreiche 
chromosomale Abnormalitäten nachgewiesen werden (DAS & AIKAT, 1967; DRACH et al., 1995; 
FLACTIF et al., 1995). Das MM ist durch exzessive chromosomale Instabilität und Aneuploidie 
gekennzeichnet, das biologisch und klinisch sehr heterogen ist. Bei nahezu 90% der MM-
Patienten wird eine Aneuploidie festgestellt, während bei 60-70% der MM-Patienten 
rekurrente Translokationen identifiziert werden unter Einbeziehung des Lokus der schweren 
Kette (14q32.3) des Immunglobulingens (IgH) meist als Translokations-Partner beteiligt ist 
(AVET-LOISEAU et al., 2002; MAGRANGEAS et al., 2005; NISHIDA et al., 1997; ZANDECKI et al., 
1996). Durch Translokation können Onkogene unter die Kontrolle der Enhancer-Elemente 
des IgH Locus gelangen, was zu einer Deregulierung der entsprechenden Gene führt. In ca. 
40% der Fälle ist eines der folgenden Onkogene an der Translokation beteiligt: Cyclin D1 
(11q13), FGFR3 & MMSET (4p16.3), Cyclin D3 (6p21), MAF (16q23) und MAFB (20q11) 
(CHESI et al., 1996; SHAUGHNESSY et al., 2001). Neben den strukturellen chromosomalen 
Aberrationen kommen auch numerische Aberrationen vor, wobei Trisomien der 
Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15 und 19 und Monosomien der Chromosomen 6, 8, 13, 14 und 
X am häufigsten auftreten. Über den Pathomechanismus zur Entstehung von numerischen 
Chromosomenveränderungen ist beim MM bislang wenig bekannt. Kürzlich wurden Defekte in 
der Mitose durch Zentrosomenaberrationen als eine mögliche Ursache der Aneuploidie-
Induktion bei hämatologischen Neoplasien beschrieben. Bei Zentrosomen handelt es sich um 
Zellorganellen, die für den Aufbau der mitotischen Spindel und damit für die korrekte 
Aufteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen verantwortlich sind. Chromosomale wie 
auch zentrosomale Veränderungen können schon früh in der benignen Vorstufe des Myeloms 
(MGUS) festgestellt werden und nehmen mit der Progression der Krankheit zu (FONSECA et 
al., 2002a; ZANDECKI et al., 1995). 
In zwei Genexpressionsanalysen von MM-Patienten wurde eine Gensignatur identifiziert, die 
mit numerischen Chromosomenveränderungen und mit Proliferation beim MM korreliert 
(SHAUGHNESSY, 2003; ZHAN et al., 2006). Die Signatur enthält zahlreiche Gene, die sowohl für 
die Regulation der Mitose als auch für Zentrosomenreplikation von Bedeutung sind (Aurora-
A, BUB1A, CCNB1, CDKN2A und CENPF). Von besonderem Interesse ist in diesem 
Zusammenhang die Überexpression der zentrosomalen Kinase Aurora-A bei MM-Patienten 
mit numerischen Chromosomenveränderungen. 
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3 DAS ZENTROSOM 
 
 
Abb. 2   Struktur und Zyklus der Zentrosomen 
A Schematische Abbildung eines Zentrosoms  
B Die fünf Stadien des Zentrosomen-Duplikationszyklus (modifiziert nach Bettencourt-Dias, 2007) 
 
Das Zentrosom ist ein kleines zytoplasmatisches Organell (Durchmesser von ca. 1-2 µm), 
das in der Nähe des Nukleus lokalisiert ist. Das Zentrosom bildet das Mikrotubulus-
Organisationszentrum (MTOC) der Zelle und beeinflusst die Zellstruktur durch Nukleation 
zytoplasmatischer Mikrotubuli (MT) (KELLOGG et al., 1994; KIRSCHNER & MITCHISON, 1986). Das 
Zentrosom besteht aus zwei orthogonal angeordneten Zentriolen, der Mutter- und 
Tochterzentriole, die am proximalen Ende über eine Faserstruktur (‘Linker’) verbunden und 
von vielen verschiedenen Proteinen, der perizentriolären Matrix (PCM) umgeben sind (Abb. 
2A). Zentriolen sind zylinderförmige Strukturen, die anhand der Anhänge am distalen Ende, 
die nur die Mutterzentriole besitzt, unterschieden werden können. Es wird angenommen, 
dass diese Anhänge wesentlich für die Verankerung von MT sind. Die Zentriolen scheinen für 
die Rekrutierung von Proteinen zum PCM und für die Erhaltung der zentrosomalen Integrität 
von Bedeutung zu sein. Die PCM ist ein fibrilläres Netzwerk aus γ-Tubulin-Ring-Komplexen (γ-
TuRC) und zahlreichen Proteinen mit doppelt-gewundenen (‘coiled-coil’) Proteindomänen, die 
an der Stabilisierung und Bündelung der MT und an der Regulierung von Nukleation und 
Verankerung der MT beteiligt sind (SALISBURY, 2003). Viele der identifizierten Proteine 
assoziieren nur transient in bestimmten Zellzyklus-Phasen mit dem Zentrosom, das eine 
zentrale Plattform darstellt, an der zahlreiche Proteine einander räumlich näher gebracht 
werden, um eine höhere Effektivität verschiedener Prozesse wie z.B. der Zellzyklusregulation 
zu erreichen (NIGG, 2002). Neuere Erkenntnisse zeigen, dass Zentrosomen ebenfalls für die 
Initiierung der S- und M-Phase, die Etablierung von Kontrollpunkten, sowie für das Beenden 
der Zytokinese wichtig sind, indem sie Signalmoleküle rekrutieren (HACHET et al., 2007; 
HINCHCLIFFE et al., 2001; KHODJAKOV & RIEDER, 2001; KRAMER et al., 2004).  
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Während das Zentrosom in der Interphase die Morphologie, Motilität und Polarität der Zelle 
sowie den Transport und die Positionierung von Organellen reguliert, ermöglicht es während 
der Mitose den Aufbau des mitotischen Spindelapparates und die Furchenbildung während 
der Zytokinese (BORNENS, 2002; DOXSEY, 2001). 
 
3.1. Der Zentrosomen-Duplikationszyklus 
Im Laufe des Zellzyklus wird das Zentrosom verdoppelt, damit während der Mitose eine 
bipolare Spindel ausgebildet werden kann. Der Zentrosomen-Duplikationszyklus unterliegt 
der koordinierten Regulierung durch Cyclin-abhängige Kinase 2 (CDK2)/Cyclin-A und -E 
Komplexe in der späten G1-Phase (LACEY et al., 1999; MERALDI et al., 1999; WINEY, 1999). Zur 
Duplikation durchläuft das Zentrosom einen Zyklus aus fünf konsekutiven Schritten (Abb. 
2B): 1) Zentriolen-Entkoppelung, 2) -Duplikation, 3) -Elongation, 4) Zentrosomen-
Separation und 5) –Reifung (MERALDI & NIGG, 2002). In der späten M-Phase und zu Beginn 
der G1-Phase verlieren die Zentriolen ihre orthogonale Konfiguration durch die Spaltung des 
Linkers, der die Zentriolen beweglich miteinander verbindet (BAHE et al., 2005; MAYOR et al., 
2000). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die orthogonale Konfiguration die Duplikation 
der Zentriolen blockiert und erst dessen Verlust die Zentrosomen zur semikonservativen 
Duplikation in der S-Phase befähigt (TSOU & STEARNS, 2006). 
In der S- und G2-Phase entsteht orthogonal zur Mutterzentriole eine Prozentriole, die in 
Abhängigkeit von CDK2-Cyclin-A bis zu ihrer maximalen Länge wächst (Zentriolen-
Elongation). Zur Erhöhung der Nukleationsaktivität, was auch als Zentrosomenreifung 
bezeichnet wird, werden mit Hilfe von mitotischen Kinasen (wie CDK1-Cyclin-B, Plk1, Nek2 
und Aurora-A) Komponenten der PCM, insbesondere γ-TuRC, rekrutiert (HANNAK et al., 2001; 
LANE & NIGG, 1996). Dabei nehmen die Zentrosomen an Größe zu und erwerben 
Reifungsmarker (LANGE & GULL, 1995). Bis zu diesem Stadium bleiben beide Zentriolenpaare 
gemeinsam mit dem PCM als ein Komplex assoziiert. In der späten G2-Phase aktiviert CDK1-
Cyclin-B die Kinase Nek2, welche ein Bindeprotein der Zentrosomen C-Nap1 phosphoryliert 
(FARAGHER & FRY, 2003; FRY et al., 1998). Diese Phosphorylierung induziert eine Ubiquitin-
abhängige Degradation von C-Nap1 und führt zur Trennung der duplizierten Zentrosomen 
(Zentrosomen-Separation). Es entstehen zwei reife Zentrosomen, die sich durch das Wirken 
von Motorproteinen zu entgegengesetzten Zell-Polen bewegen und die bipolare mitotische 
Spindel bilden (MERALDI & NIGG, 2002). 
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3.2. Zentrosomale Aberrationen und Tumorentstehung 
Zentrosomale Aberrationen sind Veränderungen in Anzahl, Größe oder Struktur von 
Zentrosomen. Strukturell veränderte Zentrosomen entstehen durch vermehrte Rekrutierung 
von PCM-Proteinen und führen zu verändertem MT-Nukleationsverhalten des Zentrosoms, 
was die Form, Polarität und Motilität der Zelle beeinflussen kann. So trägt die verstärkte 
Anreicherung von Proteinen zur Vergrößerung des Durchmessers des Zentrosoms bei (PIHAN 
et al., 2001). Die Präsenz von mehr als zwei Zentrosomen gilt als numerische Aberration. 
Zur Erklärung ihrer Entstehung existieren verschiedene Modelle wie die ‚Zellfusion’ und die 
‚de-novo-Synthese von Zentriolen’ (FUKASAWA, 2005; KHODJAKOV & RIEDER, 2001). Neben 
diesen gibt es das Modell der ‚Endo-reduplikation’, bei der vermutet wird, dass sich die 
Zentrosomen durch fehlerhafte Rb-Signale und der nachfolgenden Prolongation der S-Phase 
mehrfach duplizieren (Abb. 3B) (NIGG, 2002; WONG & STEARNS, 2005). Auch ‚Zytokinese-
Defekte’ wie fehlerhafte oder unvollständige Trennung der Zellen können zu multiplen 
Zentrosomen in einer Zelle führen (KRAMER et al., 2005; NIGG, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3   Schematische Darstellung der Konsequenzen von zentrosomalen Aberrationen 
(modifiziert nach NIGG, 2006) 
 
Da Zentrosomen durch bipolare Spindelbildung direkt an der Chromosomenverteilung 
beteiligt sind, erhöht sich bei der Ausbildung multipolarer Spindeln das Potential für eine 
Missegregation der Chromosomen (Abb. 3B) (SAUNDERS et al., 2000). So können 
Tochterzellen entstehen, die durch das Fehlen von essentiellen Genen nicht überlebensfähig 
sind und in Folge dessen in Apoptose gehen (Abb. 3D). Gelegentlich überleben Zellen den 
Prozess des kontinuierlichen Zugewinns oder Verlustes von chromosomalen Regionen oder 
ganzen Chromosomen (Abb. 3E), welcher als chromosomale Instabilität (CIN) definiert wird 
(LENGAUER et al., 1997). Um die Schäden durch zusätzliche Zentrosomen zu minimieren, wird 
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durch eine Bündelung multipler Zentrosomen (‚Clustering’) zu pseudo-bipolaren Spindeln 
(Abb. 3F) die Überlebenswahrscheinlichkeit der Zelle erhöht (BRINKLEY, 2001). 
Hansemann beobachtete bereits 1890 viele abnormale Mitosen in verschiedenen 
Tumorzellen, die T. Boveri dazu veranlassten, die Hypothese aufzustellen, dass zentrosomale 
Aberrationen die Ursache von Tumoren sind (BOVERI, 1914). Viele solide Tumoren der Brust, 
des Gehirns, von Kopf und Hals‚ Kolon, Prostata und Pankreas sowie auch maligne 
hämatologische Erkrankungen wie die Non-Hodgkin Lymphome, akute Leukämien und das 
Multiple Myelom manifestieren Zentrosomenamplifikationen, welche schon sehr früh an der 
Pathogenese von Tumoren beteiligt zu sein scheinen (LINGLE et al., 2002; PIHAN et al., 2001; 
SALISBURY et al., 2004; SATO et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der 
Zentrosomen mit der Aggressivität der Tumore korreliert. Aufgrund der Korrelation zwischen 
Anzahl der Zentrosomen und CIN wird die Zentrosomenamplifikation als primäre Ursache 
genomischer Instabilität in Tumoren betrachtet (D'ASSORO et al., 2002; GUSTAFSON et al., 
2000; KRAMER et al., 2003; KUO et al., 2000; LINGLE et al., 1998; PIHAN et al., 2003). 
Eine bedeutende Funktion im Zentrosomenzyklus hat die Aurora-A-Kinase, die durch ihre 
Assoziation mit den duplizierten Zentrosomen ab der späten S-Phase an der Zentrosomen-
Separation, -Reifung und an der bipolaren Spindelbildung in der M-Phase beteiligt ist. Es 
wurde gezeigt, dass die Überexpression der Aurora-A-Kinase zu Defekten der Zentrosomen 
und den Spindel-MT führt, was auf die Bedeutsamkeit dieser Kinase für die 
Zentrosomenregulation hinweist (BISCHOFF et al., 1998; ZHOU et al., 1998). Eine Mutation im 
Aurora-A Gen könnte das Potential zum Mutatorphänotyp und zur CIN innehaben. In dieser 
Arbeit sollte daher untersucht werden, ob eine Mutation im Aurora-A Gen bei MM-Patienten 
vorzufinden ist. 
 
4 DIE FAMILIE DER AURORA-KINASEN 
Die Aurora-Kinasen gehören zur konservierten Familie der Serin/Threonin-Kinasen, die an 
der Regulation der Mitose und Meiose beteiligt sind. Die erste Aurora-Kinase ‚aurora’ wurde 
in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt (GLOVER et al., 1995). Die beobachtete 
Ausbildung von monopolaren Spindeln in Aurora-Mutanten deutete auf die essentielle Rolle 
der Aurora-Kinase für die Zentrosomenseparation und Ausbildung von bipolaren Spindeln 
hin. Aufgrund ihrer Lokalisation an den Spindelpolen wurde die Kinase nach dem 
Naturereignis der Polarlichter Aurora (Aurora borealis) benannt (CARMENA & EARNSHAW, 2003). 
In einem genetischen Screen auf Chromosomenmissegregation wurde in der Bäckerhefe 
Saccharomyces cerevisiae eine Aurora-Kinase, Ipl1 (‚increases in ploidy 1’), identifiziert 
(CHAN & BOTSTEIN, 1993). Die Ipl1 Mutanten hatten scheinbar normale bipolare Spindeln, 
zeigten aber an den Spindelpolen ungleiche Intensitäten in der DNA-Färbung, ein Anzeichen 
für Chromosomenmissegregation und Aneuploidie. Auch in anderen Spezies wurden 
Homologe der Aurora-Kinase identifiziert (Abb. 4A).  
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Abb. 4   Nomenklatur und Struktur der humanen Aurora-Kinasen 
A Die Nomenklatur für Aurora-Subtypen von verschiedenen Spezies 
B Die Struktur der humanen Aurora-Kinasen (modifizierit nach (MARUMOTO et al., 2005) 
 
Die Aurora-Kinasen sind in allen eukaryotischen Lebewesen konserviert (CARMENA & 
EARNSHAW, 2003; GIET et al., 2005; NIGG, 2001). Während einzellige eukaryotische 
Organismen wie Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces pombe nur ein einziges 
Aurora-Gen haben, besitzen multizelluläre Lebewesen wie Drosophila melanogaster, Xenopus 
laevis und Caenorhabditis elegans zwei Aurora-Gene (DEMIDOV et al., 2005; GLOVER et al., 
1995; ROGHI et al., 1998; SCHUMACHER et al., 1998). In Säugern konnten bisher drei Aurora-
Gene nachgewiesen werden, die entsprechend ihrer Lokalisation und Funktion mit Subtypen 
Aurora-A, -B und -C bezeichnet werden (Abb. 4B) (ADAMS et al., 2001; GIET et al., 2005; 
NIGG, 2001). 
Alle drei Kinasen der humanen Aurora-Familie weisen denselben charakteristischen Aufbau 
auf: Sie besitzen eine konservierte katalytische Domäne mit einem Aktivierungsmotiv, 
welches der Phosphorylierungsstelle der zyklischen-AMP-abhängigen Proteinkinase (PKA) 
ähnelt, und eine Destruktionsbox (D-Box), die von regulatorischen Domänen flankiert wird. 
In der regulatorischen Domäne wurden sogenannte Aurora-Boxen (A-Box) identifiziert, deren 
Funktion bisher nur bei Aurora-A näher untersucht wurde und dort für die Bindung von 
Kofaktoren und die Degradation bedeutsam ist. Während die regulatorische Domäne in ihrer 
Länge variiert und in den Paralogen der Aurora-Kinasen sehr unterschiedlich ist, weist die 
katalytische Domäne zwischen den drei Subtypen eine Homologie von 67-76% auf (ADAMS et 
al., 2001; BISCHOFF & PLOWMAN, 1999; CHEETHAM et al., 2002; GIET et al., 2005; GIET & PRIGENT, 
1999). Trotz dieser hohen Homologie unterscheiden sich die Aurora-Subtypen in ihrer 
Funktion und Lokalisation dennoch erheblich.  
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Das Aurora-C-Gen ist in der chromosomalen Region 19q13.43 kodiert und scheint eine Rolle 
in der Spermatogenese zu haben, da sich seine Expression auf die Hoden beschränkt (HU et 
al., 2000). Das Gen für Aurora-B lokalisiert auf der chromosomalen Bande 17p13.1 und ist 
Teil des ‘Chromosomal-Passenger-Komplexes’, der in Säugerzellen aus Aurora-B, INCENP 
(Inner Centromere Protein), Survivin und Borealin besteht (ADAMS et al., 2001; GIET et al., 
2005). Die Proteine des Chromosomal-Passenger-Komplexes regulieren neben der 
Zytokinese die Kondensierung der Chromosomen, die Kinetochor-MT-Interaktion, die 
Anordnung an der Metaphasenplatte und die Chromosomensegregation. Die Hauptfunktionen 
der Aurora-B Kinase bestehen in der Chromosomenkondensierung durch die 
Phosphorylierung von Histon H3, der Korrektur von fehlerhaften Kinetochor-Anheftungen 
durch Phosphorylierung der MT-Depolymerase MCAK (Mitotic centromer-associated kinase) 
und der Einleitung der Zytokinese durch die Phosphorylierung des GTPase aktivierenden 
Proteins MgcRacGAP (HIROSE et al., 2001). Die äquatorialen Kinasen Aurora-B und -C 
lokalisieren von der Prophase bis zur Metaphase an den Kinetochoren, während der 
Anaphase an den zentralen Spindel-MT und in der Telophase an der Teilungsfurche. Im 
Gegensatz dazu lokalisiert Aurora-A, welches in der chromosomalen Bande 20q13.2 kodiert 
ist, hauptsächlich an den Zentrosomen und an den Spindel-MT (Abb. 5). Interessanterweise 
sind die Regionen, die für die Gene der humanen Aurora-Kinasen kodieren, in vielen 
verschiedenen Tumoren wie Astrozytomen, Gliomen,  Non-Hodgkin Lymphomen und 
Karzinomen des Kolons, des Ösophagus, der Leber, des Magens, der Schilddrüsen, der Brust 
und der Ovarien amplifiziert oder es liegt häufig eine Überexpression der Aurora-Kinasen vor 
(ARAKI et al., 2004; EWART-TOLAND et al., 2003; FUJITA et al., 2003; HAMADA et al., 2003; JENG 
et al., 2004; KAMADA et al., 2004; OTA et al., 2002; REICHARDT et al., 2003; SORRENTINO et al., 
2005; TANNER et al., 2000; ZHOU et al., 1998). 
 
4.1. Die Aurora-A-Kinase 
Die Aurora-A-Kinase ist in der späten S-Phase bis zur folgenden G1-Phase mit den 
Zentrosomen assoziiert (Abb. 5) und wird Zellzyklus-spezifisch reguliert. In der G1- und S-
Phase ist die Expression von Aurora-A gering, dagegen erreicht sie parallel zu ihrer 
Kinaseaktivität ihr höchstes Niveau in der G2- und M-Phase (BISCHOFF et al., 1998; CARMENA & 
EARNSHAW, 2003; KIMURA et al., 1997; ZHOU et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5   Lokalisation der Aurora-A-Kinase 
(modifiziert nach GIET et al., 2005) 
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Die Regulierung der Kinaseaktivität von Aurora-A erfolgt über reversible Phosphorylierung 
und Degradation (WALTER et al., 2000). Von zentraler Bedeutung ist die Bindung von 
Kofaktoren, die die Autophosphorylierung des Aktivierungsmotivs Thr288 (pT288) und somit 
die vollständige Kinaseaktivität von Aurora-A begünstigen (CARMENA & EARNSHAW, 2003; EYERS 
et al., 2003; GIET et al., 2005). Diese Autophosphorylierung wird durch einen intrinsischen 
Mechanismus, einer intramolekularen Interaktion zwischen dem N-Terminus außerhalb der 
A-Box und dem C-Terminus solange verhindert bis N-terminal-bindende Kofaktoren an die A-
Box binden und damit eine Veränderung der Konformation induzieren (EYERS et al., 2003; 
HIROTA et al., 2003; HUTTERER et al., 2006; ZHANG et al., 2004). 
Neben Thr288 wurden zwei weitere Phosphorylierungsstellen identifiziert: Ser51 und Ser349 
(LITTLEPAGE et al., 2002). Die funktionelle Relevanz von Ser349 ist noch unklar, allerdings 
wird aufgrund von Kristallstrukturanalysen vermutet, dass die Phosphorylierung von Ser349 
mit der Proteinkonformation im Zusammenhang steht. Die dritte Phosphorylierungsstelle 
Ser51 spielt für die Degradation eine wichtige Rolle. Die Phosphorylierung von Ser51 
stimuliert die D-Box in der katalytischen Domäne, wodurch Ser51 auch als D-Box-
aktivierende Domäne (DAD) bezeichnet wird. Beide Signale, die DAD in der A-Box und die D-
Box, sind für die Proteasom-abhängige Degradation durch APC/CCdh1 notwendig und 
entscheidend für die zeitliche Koordinierung des mitotischen Austritts (Abb. 6E) (CRANE et al., 
2004; HONDA et al., 2000; LITTLEPAGE & RUDERMAN, 2002; TAGUCHI et al., 2002). Kürzlich wurde 
in Säugerzellen ein inhibierendes Protein von Aurora-A, AIP (Aurora-A inhibierendes Protein), 
identifiziert, das Aurora-A durch Proteasom-abhängigen Abbau in einer Ubiquitin-
unabhängigen Weise reguliert (KIAT et al., 2002; LIM & GOPALAN, 2007).  
Untersuchungen in verschiedenen Modellorganismen haben gezeigt, dass die katalytische 
Aktivität der Aurora-A-Kinase eng mit der Aktivität der mitotischen Zentrosomen verbunden 
ist. Sie reguliert die Reifung und Trennung der Zentrosomen, den Eintritt in die Mitose, die 
Bildung und Stabilität der mitotischen Spindel, die Segregation der Chromosomen und die 
Bildung und Positionierung der Teilungsfurche (ANDREWS et al., 2003; CARMENA & EARNSHAW, 
2003; DUCAT & ZHENG, 2004; GIET et al., 2005; MERALDI et al., 2004). 
Die Verlagerung von Aurora-A zu den duplizierten Zentrosomen in der späten S-Phase wird 
durch die Polo-like-Kinase 1 (Plk1) vermittelt (LANE & NIGG, 1996). Der Mechanismus der 
anschließenden Trennung der duplizierten Zentrosomen ist zwar in Säugern noch nicht 
vollständig geklärt, aufgrund von Studien in Xenopus wird aber vermutet, dass das Kinesin-
verwandte Motorprotein Eg5 dabei eine Rolle spielt (BLANGY et al., 1995). Eg5 wird von einem 
Homologen der Aurora-A, Eg2, phosphoryliert (GIET et al., 1999). Sowohl die Inhibierung von 
Aurora-A als auch von Eg5 führen zu Defekten in der Zentrosomentrennung und 
anschließend zur Bildung monopolarer Spindeln. Obwohl ein direkter Beweis fehlt, besteht 
eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass eine Interaktion zwischen der humanen Aurora-A-Kinase 
und dem Motorprotein Eg5 stattfindet, um die Zentrosomenseparation einzuleiten. 
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Bei der Reifung der Zentrosomen zur vollständigen MT-Nukleationsaktivität werden Proteine 
der PCM wie γ-Tubulin und andere sogenannte ‘coiled-coil’ Proteine direkt von Aurora-A 
rekrutiert. Hierfür ist die Kinaseaktivität der Aurora-A entscheidend, welche durch die 
Bindung verschiedener Kofaktoren wie dem fokalen Adhäsionsfaktor Hef1, dem LIM-Protein 
Ajuba, Aurora-A Aktivator Bora und dem MT-assoziierten Protein TPX2 stimuliert wird (DE 
LUCA et al., 2006; HIROTA et al., 2003; HUTTERER et al., 2006; PUGACHEVA & GOLEMIS, 2005). Die 
erhöhte MT-Nukleationsaktivität zu Beginn der Mitose ist für den Aufbau der mitotischen 
Spindel und somit für die korrekte Chromosomensegregation unerlässlich. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6   Regulation durch Aurora-A 
(MAXWELL & PILARSKI, 2005) 
 
In der späten G2-Phase phosphoryliert die aktive Aurora-A-Kinase das Protein Cdc25B, 
welches wiederum den CDK1-Cyclin-B-Komplex am Zentrosom aktiviert und damit den 
mitotischen Eintritt einleitet (Abb. 6A). Eine weitere Studie zeigt, dass der mitotische Eintritt 
durch den N-Terminus von Aurora-A koordiniert wird (LIU & RUDERMAN, 2006). 
Nach dem Abbau der Kernmembran werden die mitotischen Spindeln in einer Ran-
abhängigen Weise organisiert (Abb. 6B). Ran-GTP ist ein wichtiger Faktor für den Transport 
von Stoffen zwischen Zellkern und Zytoplasma. Eine hohe Konzentration des Regulators 
RCC1 (Regulator of chromosome condensation 1) ersetzt Ran-GDP, eine kleine GTPase, mit 
Ran-GTP und erzeugt damit einen Ran-GTP-Gradienten in der Nähe der Chromosomen. Ran-
GTP bindet an das Transportprotein Importin, auch bekannt als Karyopherin 6 (KPNA6), 
welches die Bindung zu TPX2 freigibt. TPX2 ist ein C-terminaler Kofaktor von Aurora-A, der 
an Aurora-A bindet und diese aktiviert. Diese Interaktion ist für die Verlagerung von Aurora-
A an die Spindel-MT und für die Rekrutierung von Proteinen wie γ−TuRC, Eg5 (Motorprotein), 
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XMAP215 (MT-Stabilisator), HURP (Hepatoma up-regulated protein, MT-Bindeprotein) und 
TPX2 (MT-Vernetzungs-protein) essentiell (KAPITEIN et al., 2005; KOFFA et al., 2006; MANNING 
& COMPTON, 2007). TPX2 ist nicht nur für die Stimulierung der Aurora-A Aktivität, sondern 
auch zur Erhaltung der Kinaseaktivität von Bedeutung, da die Bindung eine 
Konformationsänderung in Aurora-A induziert und somit die Dephosphorylierung bzw. die 
Inaktivierung der Kinase durch die Proteinphosphatase PP1 verhindert (BAYLISS et al., 2003; 
KATAYAMA et al., 2001). 
Aurora-A scheint auch an der Chromosomenanordnung zur Metaphasenplatte beteiligt zu 
sein (Abb. 6D). Es konnte in vitro gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Histon H3 
und der Histon H3-Variante CENP-A durch Aurora-A und Aurora-B erfolgt. Darüber hinaus 
konnte gezeigt werden, dass Aurora-A die Verlagerung von Aurora-B an die innere 
Zentromerregion einleitet, von wo aus schließlich Aurora-B die Phosphorylierung von CENP-A 
übernimmt (CROSIO et al., 2002; HSU et al., 2000). Diese Phosphorylierungen sind vermutlich 
entscheidend für die korrekte Verknüpfung der Kinetochor-MT an den Kinetochoren und 
folglich auch für die Chromosomenanordnung. 
Eine direkte Rolle von Aurora-A an der Zytokinese wurde bisher noch nicht bewiesen, jedoch 
führen sowohl die ektopische Expression als auch die Inhibierung von Aurora-A nach der 
Ausbildung der bipolaren Spindel zu Defekten in der Zytokinese und somit zur Bildung von 
tetraploiden Zellen (MERALDI et al., 2002). Erst kürzlich wurde gezeigt, dass der Verlust der 
zentrosomalen Integrität an der Aktivierung des post-mitotischen G1- und S-Kontrollpunktes 
in Abhängigkeit von p53 und Rb beteiligt ist (MIKULE et al., 2007). Die Inhibierung von p53 
durch Aurora-A (Abb. 6C) bewirkt das Überschreiten dieses Kontrollpunktes wodurch die 
Detektion hyperploider Zellen verhindert wird. Weitere Zellteilungen führen dann zur 
Aneuploidie und Zentrosomenamplifikation (ANAND et al., 2003; PIHAN et al., 1998; ZHOU et 
al., 1998). 
In vitro Untersuchungen zeigen auch, dass eine ektopische Expression der Aurora-A-Kinase 
zu Veränderungen des Proliferations- und Transformationsverhaltens von Zelllinien führen 
(BISCHOFF et al., 1998; ZHOU et al., 1998). In vivo konnte bislang aber keine Tumorinduktion 
durch Aurora-A-Überexpression festgestellt werden. Charakteristische Phänotypen der 
Aurora-A-Überexpression sind multiple Zentrosomen, CIN und Aneuploidie. In einer Studie 
konnte gezeigt werden, dass der durch Aurora-A-Überexpression induzierte Phänotyp durch 
Inhibierung von Aurora-A mittels RNA-Interferenz (RNAi) rückgängig gemacht werden kann, 
was auf einen direkten Einfluss von Aurora-A auf den Transformationsprozess hindeutet 
(LENTINI et al., 2007).  
 
4.2. Einzelnukleotid-Polymorphismen im Aurora-A-Gen 
Abgesehen von den Erkrankungen, die durch einen Defekt eines einzigen Gens verursacht 
werden, ist in den letzten Jahren erkannt worden, dass viele Krankheitsbilder von komplexen 
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genetischen Einflüssen wie zum Beispiel Gen-Polymorphismen mitgeprägt werden. Die 
häufigste Sequenzvariation stellt die Variation eines einzelnen Nukleotids im Gen dar, die als 
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, engl. Single nucleotide polymorphism) bezeichnet 
wird. Hierbei ist die seltenere Genvariante im Gegensatz zu Mutationen mit einer Häufigkeit 
von über 1% in einer Population vertreten (BROOKES, 1999). Schätzungen zufolge sollen etwa 
11 Millionen SNPs zu finden sein, die im humanem Genom durchschnittlich alle 1000 Basen 
vorkommen, aber sehr ungleichmäßig verteilt sind (KRUGLYAK & NICKERSON, 2001; VENTER et 
al., 2001).  
SNPs entstehen z. B. durch Fehler bei der Vervielfältigung der DNA und werden, sofern sie 
die Keimzellen betreffen, weitervererbt. Die Entstehung der SNPs basiert auf einen 
Austausch eines Nukleotids mittels Transition (Austausch von Purin gegen Purin bzw. 
Pyrimidin gegen Pyrimidin) oder Transversion (Austausch von Purin gegen Pyrimidin und 
umgekehrt) (ZHAO & BOERWINKLE, 2002). SNPs können in kodierende und nicht-kodierende 
SNPs klassifiziert werden, je nachdem in welcher Genregion sie liegen. Die meisten SNPs 
befinden sich in nicht-kodierenden Regionen (Introns und UTR, untranslated region), da die 
kodierende Exon-Region nur einen kleinen Prozentsatz (3-5%) der DNA-Sequenz ausmacht. 
Interessant aber sind vor allem die SNPs, die innerhalb einer kodierenden Region liegen, da 
sie durch einen potentiellen Aminosäureaustausch eine Auswirkung auf die biologische 
Funktion oder die Struktur des Proteins haben können. SNPs in nicht-kodierenden Regionen 
können durchaus eine Auswirkung auf das Spleissen oder die Genexpression haben, wenn 
regulatorisch wichtige Sequenzen davon betroffen sind. Folglich kann die Affinität von 
Protein-DNA und Protein-Protein Interaktionen, die Rekrutierung von Proteinen, die Spezifität 
und Kinetik von transkriptionellen Prozessen verändert werden (FARZANEH-FAR et al., 2001; 
KNIGHT, 2003; TOURNAMILLE et al., 1995; UDALOVA et al., 2000). 
Da SNPs wegen eines fehlenden Selektionsdruckes eine geringe Mutationsrate aufweisen, 
sind sie prädestiniert für populationsgenetische Untersuchungen. In den letzten Jahren haben 
Assoziationensstudien, in denen bestimmte SNPs mit verschiedenen Krankheiten, speziell 
auch mit Tumoren, assoziiert werden konnten, zunehmend an Interesse gewonnen (BOTSTEIN 
& RISCH, 2003; VYSE & TODD, 1996). Eine direkte kausale Beziehung zwischen SNP und 
Krankheit ist hierbei selten, allerdings scheinen die SNPs bei bestimmten 
Umweltbedingungen und Lebensgewohnheiten das Risiko des Auftretens und den Verlauf 
einer Erkrankung zu beeinflussen. In diesem Zusammenhang wird von einer geringen 
Penetranz gesprochen.  
Desweiteren besteht die Möglichkeit, die Assoziation von Kombinationen mehrerer SNPs mit 
einer Erkrankung zu untersuchen. Selbst wenn die SNPs einzeln betrachtet keine Assoziation 
mit einer Krankheit aufweisen, kann ein kumulatives genetisches Risiko aufgrund von 
Interaktionen zwischen SNPs multipler Gene bestehen. Die Kombination der Allele 
benachbarter SNPs auf demselben Chromosom wird als Haplotyp bezeichnet. Eine 
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Haplotypen-Analyse kann möglicherweise exaktere Hinweise auf eine Assoziation mit einer 
Erkrankung bieten als der einzelne SNP.  
Im Aurora-A-Gen sind bereits verschiedene Einzelnukleotid-Polymorphismen beschrieben 
worden, deren Nutzen als genetische Prognose- und Prädikationsfaktoren für 
Krankheitsverlauf oder Therapien noch zu untersuchen ist. Phe31Ile und Val57Ile sind zwei 
nicht-synonyme SNPs im Aurora-A-Gen, die bereits bei Brust-, Kolon- und 
Ösophaguskarzinomen untersucht wurden und klinische Relevanz zu haben scheinen (EWART-
TOLAND et al., 2003; FUJITA et al., 2003; ZHOU et al., 1998). 
Der Phe31Ile-SNP, bestehend aus einem TA Austausch in Position 91 in der kodierenden 
Sequenz von Aurora-A, verändert die entsprechende Aminosäure in Position 31 von 
Phenylalanin zu Isoleucin (Abb. 7A). In einer Studie wurde gezeigt, dass beim Kolonkarzinom 
die Ile31-Variante stärker amplifiziert ist und zudem Rat-1-Zellen (Ratten-Fibroblasten) 
besser transformiert als die häufigere Phe31-Variante (EWART-TOLAND et al., 2003). 
Verschiedene Studien zeigen, dass sich die Verteilung der Genotypen des Phe31Ile-SNPs in 
asiatischen Populationen von der in kaukasischen Populationen unterscheidet, und die Ile31-
Genvariante in asiatischen Populationen deutlich häufiger vorkommt (45,2% im Vergleich zu 
2,9%). Während beim Ösophaguskarzinom in kaukasischen Populationen die Ile31-Variante 
signifikant häufiger vorzufinden ist (47,0% im Vergleich zu 38,0% in Kontrollen), zeigen 
verschiedene Brustkarzinom-Studien gegensätzliche Ergebnisse. In einer Meta-Analyse 
dieses SNPs bei sieben verschiedenen Tumorentitäten konnte die Ile31-Variante des Aurora-
A-Gens als ein ‚generelles Anfälligkeitsgen’ mit geringer Penetranz bestätigt werden (EWART-
TOLAND et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7   Genvarianten des Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs im Aurora-A Gen 
 
Der Val57Ile-SNP enthält einen Austausch von GA an Position 169 in der kodierenden 
Sequenz, was zu einem Aminosäureaustausch von Valin zu Isoleucin an Position 57 führt 
(Abb. 7B). Bisher wurde dieser SNP nur in Kombination mit dem Phe31Ile-SNP untersucht. 
Der Haplotyp mit Ile31 scheint mit einem erhöhten Risiko für die Ausbildung eines 
Ovarialkarzinoms einherzugehen. Für den rekombinanten Haplotyp mit der Val57-Variante 
wurde eine erhöhte Kinaseaktivität nachgewiesen (KIMURA et al., 2005). 
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II ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation der Assoziation von Phe31Ile- und 
Val57Ile-Genvarianten von Aurora-A mit dem MM und die funktionelle Charakterisierung der 
Genvarianten im Hinblick auf das onkogene Potential von Aurora-A. 
 
Hierzu wurde im ersten Teil der Arbeit mittels Sequenzanalyse genetische Veränderungen 
wie Mutationen und Einzelnukleotid-Polymorphismen sowie deren Verteilung und 
Häufigkeiten bei MM-Patienten ermittelt. Für die Evaluierung der prognostischen Bedeutung 
von Aurora-A Genvarianten wurde die Korrelation zwischen Genvarianten von Aurora-A und 
genetischen Aberrationen bei MM-Patienten analysiert. 
 
Um den zellulären Wirkmechanismus der Genvarianten von Aurora-A näher zu erforschen, 
wurde im zweiten Teil der Arbeit versucht MM-Zelllinien funktionell zu charakterisieren. 
Zudem wurden stabil exprimierende Aurora-A Genvarianten in Osteosarkom (U2OS) Zellen 
generiert, um anhand der entstehenden Phänotypen bezüglich der zentrosomalen Aberration, 
Kinaseaktivität, und Mitose Rückschlüsse auf die Funktion von Aurora-A Genvarianten 
abzuleiten.  
 
 
 
MATERIAL 
18 
 
III MATERIAL 
1 PROBEN 
1.1. Gesunde Probanden als Kontrolle 
Die gDNA der Kontrollgruppe von gesunden Probanden wurde von Frau Dr. Burwinkel (DKFZ, 
Heidelberg) bezogen.  
 
Probanden-Nr Alter Geschlecht  Probanden-Nr Alter Geschlecht 
1 63 M  56 61 M 
2 58 M  57 58 M 
3 64 M  58 62 M 
4 64 M  59 66 M 
5 56 M  60 66 M 
6 61 M  61 64 M 
7 56 M  62 61 M 
8 58 M  63 62 M 
9 64 M  64 57 M 
10 57 M  65 65 M 
11 61 M  66 62 M 
12 62 M  67 57 M 
13 62 M  68 63 M 
14 61 M  69 64 M 
15 63 M  70 59 M 
16 58 M  71 57 M 
17 65 M  72 64 M 
18 55 M  73 63 M 
19 58 M  74 67 M 
20 67 M  75 65 M 
21 66 M  76 62 M 
22 59 M  77 66 M 
23 68 M  78 62 M 
24 64 M  79 59 M 
25 61 M  80 58 M 
26 65 M  81 64 M 
27 64 M  82 65 M 
28 60 M  83 62 M 
29 57 M  84 57 M 
30 55 M  85 67 M 
31 62 M  86 66 M 
32 65 M  87 55 M 
33 62 M  88 58 M 
34 67 M  89 63 M 
35 63 M  90 61 M 
36 59 M  91 61 M 
37 64 M  92 58 M 
38 62 M  93 50 M 
39 63 M  94 67 M 
40 60 M  95 57 M 
41 61 M  96 58 M 
42 65 M  97 61 M 
43 61 M  98 62 M 
44 62 M  99 64 M 
45 62 M  100 56 M 
46 67 M  101 57 M 
47 61 M  102 67 M 
48 64 M  103 57 M 
49 59 M  104 66 M 
50 55 M  105 59 M 
51 56 M  106 66 M 
52 64 M  107 62 M 
53 59 M  108 65 M 
54 64 M  109 55 M 
55 55 M  110 62 M 
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Probanden-Nr Alter Geschlecht  Probanden-Nr Alter Geschlecht 
111 56 M  176 61 F 
112 62 M  177 56 F 
113 63 M  178 56 F 
114 66 M  179 55 F 
115 68 M  180 58 F 
116 56 M  181 61 F 
117 56 M  182 55 F 
118 62 M  183 65 F 
119 61 M  184 62 F 
120 58 M  185 55 F 
121 62 M  186 63 F 
122 57 M  187 56 F 
123 60 M  188 65 F 
124 62 M  189 62 F 
125 55 M  190 66 F 
126 56 M  191 55 F 
127 64 M  192 65 F 
128 67 M  193 58 F 
129 58 M  194 58 F 
130 59 M  195 63 F 
131 61 M  196 63 F 
132 62 M  197 55 F 
133 67 M  198 55 F 
134 66 M  199 62 F 
135 60 M  200 62 F 
136 66 M  201 62 F 
137 64 M  202 55 F 
138 62 M  203 57 F 
139 57 M  204 56 F 
140 65 M  205 64 F 
141 56 M  206 56 F 
142 56 M  207 62 F 
143 61 M  208 57 F 
144 55 M  209 67 F 
145 65 M  210 59 F 
146 60 M  211 62 F 
147 50 M  212 57 F 
148 58 M  213 62 F 
149 55 M  214 64 F 
150 64 M  215 64 F 
151 63 M  216 57 F 
152 59 M  217 62 F 
153 57 M  218 56 F 
154 61 M  219 57 F 
155 60 M  220 57 F 
156 59 M  221 57 F 
157 55 M  222 59 F 
158 61 F  223 63 F 
159 62 F  224 61 F 
160 55 F  225 62 F 
161 68 F  226 61 F 
162 59 F  227 59 F 
163 57 F  228 67 F 
164 57 F  229 66 F 
165 55 F  230 55 F 
166 56 F  231 60 F 
167 61 F  232 59 F 
168 65 F  233 55 F 
169 59 F  234 64 F 
170 66 F  235 57 F 
171 55 F  236 63 F 
172 64 F  237 56 F 
173 58 F  238 59 F 
174 64 F  239 63 F 
175 66 F     
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1.2. Peripheres Blut (PB) von MM Patienten 
Mit Hilfe von Herrn Dr. K. Neben wurde das periphere Blut von den Hausärzten der jeweiligen 
MM-Patienten und teilweise aus dem Universitätsklinikum Heidelberg bezogen. 
Probanden-Nr Alter Geschlecht Stadium  Probanden-Nr Alter Geschlecht Stadium 
1 59 M 2  71 61 M 3 
2 41 M 3  72 38 M 2 
3 60 M 3  73 66 F 3 
4 52 M 3  74 70 F 1 
5 42 F 1  75 48 M 1 
6 49 M 2  76 68 M 3 
7 74 M 1  77 56 F 3 
8 42 M 3  78 45 F 3 
9 46 M 3  79 50 M 3 
10 43 M 3  80 64 F 3 
11 62 M 3  81 74 F 3 
12 61 F 3  82 58 M 3 
13 69 M 1  83 58 F 3 
14 63 F 3  84 52 F 1 
15 65 M 3  85 52 M 3 
16 47 M 3  86 66 M 1 
17 47 M 1  87 62 M 3 
18 38 M 3  88 62 F 1 
19 49 F 1  89 47 F 3 
20 41 F 1  90 44 M 3 
21 61 M 3  91 61 F 3 
22 43 F 2  92 65 F 3 
23 66 M 3  93 61 F 3 
24 76 F 1  94 53 M 2 
25 78 M 3  95 53 M 2 
26 67 F 3  96 46 F 1 
27 60 M 3  97 52 M 3 
28 69 F 3  98 64 M 3 
29 63 F 3  99 58 F 3 
30 43 F 2  100 72 F 3 
31 62 M 3  101 54 M 3 
32 41 F 3  102 54 F 3 
33 49 M 3  103 60 F 3 
34 41 F 1  104 61 M 3 
35 55 F 3  105 72 M 3 
36 70 M 3  106 68 M 1 
37 69 F 1  107 70 M 3 
38 65 F 3  108 48 M 3 
39 61 M 2  109 55 M 3 
40 60 F 3  110 56 F 3 
41 66 M 3  111 63 M 3 
42 67 M 3  112 46 F 3 
43 60 F 3  113 41 M 3 
44 53 M 3  114 44 M 3 
45 65 F 3  115 57 M 3 
46 50 F 3  116 60 M 2 
47 60 M 3  117 71 F 3 
48 72 M 3  118 63 M 3 
49 69 F 2  119 67 M 1 
50 56 F 1  120 55 M 3 
51 67 F 3  121 56 F 2 
52 65 M 3  122 59 F 3 
53 64 F 3  123 35 F 1 
54 54 F 1  124 61 M 1 
55 72 M 3  125 56 M 1 
56 62 F 3  126 43 M 3 
57 74 F 3  127 35 F 3 
58 42 F 3  128 64 F 3 
59 68 M 1  129 55 M 3 
60 35 F 1  130 54 M 3 
61 57 F 3  131 57 M 1 
62 53 M 3  132 64 M 3 
63 53 M 3  133 55 F 3 
64 63 F 3  134 61 M 3 
65 63 M 2  135 69 M 3 
66 58 M 3  136 48 M 1 
67 56 M 3  137 47 F 1 
68 41 F 3  138 58 M 3 
69 49 F 3  139 61 M 3 
70 76 M 2  140 41 M 3 
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Probanden-Nr Alter Geschlecht Stadium  Probanden-Nr Alter Geschlecht Stadium 
141 53 F 3  216 64 M 3 
142 60 F 2  217 62 F 3 
143 49 M 3  218 50 F 1 
144 62 F 3  219 63 M 1 
145 81 F 3  220 73 M 3 
146 59 F 3  221 44 F 1 
147 51 M 3  222 41 M 2 
148 52 M 3  223 57 M 3 
149 60 M 3  224 60 M 3 
150 57 M 3  225 63 F 1 
151 55 M 3  226 59 M 3 
152 54 M 3  227 55 M 3 
153 57 M 3  228 66 M 1 
154 42 F 3  229 66 F 3 
155 72 M 2  230 59 M 3 
156 54 F 1  231 51 M 3 
157 64 F 3  232 67 M 3 
158 65 M 3  233 39 M 3 
159 65 F 2  234 60 F 1 
160 53 M 3  235 50 M 3 
161 51 M 3  236 60 M 3 
162 68 M 3  237 65 M 3 
163 67 M 1  238 50 F 1 
164 42 F 1  239 53 F 1 
165 60 M 3  240 66 M 3 
166 63 F 1  241 55 F 3 
167 43 M 3  242 39 F 3 
168 53 F 2  243 48 F 3 
169 36 F 2  244 50 M 3 
170 61 M 1  245 58 F 1 
171 58 F 3  246 64 M 1 
172 62 M 3  247 36 M 1 
173 66 F 3  248 68 M 1 
174 63 M 3  249 42 F 3 
175 49 M 3  250 49 F 3 
176 52 M 3  251 53 F 3 
177 56 F 3  252 78 M 3 
178 68 M 1  253 48 F 3 
179 47 M 3  254 57 F 3 
180 55 F 3  255 53 M 3 
181 40 M 2  256 76 M 3 
182 66 F 3  257 66 M 3 
183 62 M 3  258 55 F 3 
184 56 M 1  259 51 F 2 
185 63 M 3  260 54 F 3 
186 54 M 1  261 58 F 3 
187 65 F 1  262 57 F 1 
188 65 M 3  263 66 M 3 
189 66 M 3  264 39 F 3 
190 73 F 3  265 54 M 3 
191 48 F 1  266 54 F 3 
192 60 F 2  267 65 M 3 
193 64 F 3  268 55 M 3 
194 60 F 3  269 55 M 3 
195 61 F 3  270 60 M 3 
196 69 M 3  271 71 F 3 
197 51 F 2  272 61 M 3 
198 57 M 1  273 76 F 1 
199 69 F 1  274 59 F 3 
200 52 M 3  275 56 F 1 
201 57 M 3  276 60 M 1 
202 54 M 3  277 66 M 3 
203 49 M 3  278 66 M 1 
204 55 F 1  279 59 M 3 
205 62 M 1  280 49 F 1 
206 67 F 3  281 65 F 2 
207 64 F 1  282 66 M 3 
208 58 M 3  283 42 F 3 
209 61 F 3  284 64 M 3 
210 54 F 1  285 65 F 3 
211 57 M 3  286 60 M 3 
212 56 F 3  287 44 F 3 
213 63 F 3  288 71 F 3 
214 57 F 3  289 82 M 3 
215 62 M 3  290 62 F 2 
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1.3. Tumormaterial aus Knochenmark (KM) von MM-Patienten 
Die angereicherte CD138-positive Zellfraktion aus Knochenmarkaspiraten von MM-Patienten 
wurde von Herrn Dr. H. Goldschmidt und Herrn Dipl. phys. D. Hose (Sektion Multiples 
Myelom, Universitätsklinikum Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 
 
Probanden-Nr Alter Geschlecht Stadium 
1 46 M 3 
2 43 M 3 
3 62 M 3 
4 69 M 1 
5 49 F 1 
6 66 M 3 
7 * 67 M 3 
8 * 52 F 3 
9 41 F 3 
10 70 M 3 
11 56 F 1 
12 64 F 3 
13 72 M 3 
14 74 F 3 
15 53 M 3 
16 56 M 3 
17 * 61 M 3 
18 48 M 1 
19 50 M 3 
20 58 F 3 
21 62 M 3 
22 61 F 3 
23 64 M 3 
24 68 M 1 
25 55 M 3 
26 63 M 3 
27 57 M 3 
28 35 F 3 
29 64 F 3 
30 57 M 1 
31 48 M 1 
32 62 F 3 
33 51 M 3 
34 57 M 3 
35 65 M 3 
36 67 M 1 
37 60 M 3 
38 53 F 2 
39 * n.b. M n.b. 
40 61 M 1 
41 62 M 3 
42 47 M 3 
43 40 M 2 
44 62 M 3 
45 54 M 1 
46 64 F 3 
47 * 67 F 3 
48 57 M 1 
49 55 F 1 
50 62 M 1 
51 67 F 3 
52 54 F 3 
53 63 F 1 
54 61 F 3 
55 62 M 3 
56 64 M 3 
57 62 F 3 
58 63 M 1 
59 55 F 3 
60 48 F 3 
61 50 M 3 
62 * 63 F 1 
63 36 M 1 
64 55 M 3 
65 71 F 3 
66 76 F 1 
67 56 F 1 
68 60 M 1 
69 65 F 3 
70 82 M 3 
71 62 F 2 
 
* Von den gekennzeichneten Patienten stand lediglich die DNA aus CD138-positiver Zellfraktion des Knochenmarks zur Verfügung. Bei allen 
anderen MM-Patienten war die DNA sowohl aus dem Knochenmark als auch aus dem peripheren Blut vorhanden. n.b.: nicht bekannt 
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2 OLIGONUKLEOTIDE 
Bezeichnung Orientierung Sequenz 5’3’ Verwendungszweck 
 TGTGTTGTGGAGGCCTTTTGATTG 
AurA-4 
 GAACTCCTGCCAGATGCATTATT 
 GGGGTGAGGAATTGGAGGGGATAG 
AurA-5 
 GCTAAGGCTCCAAACAATAAGTGC  
 ATGGAAGTCAGGGTGTAGTAGT 
AurA-6 
 GGACAGAGAGGAACTTCCAC 
 GCAGCTAGGGACGTCAGGGTTTCA 
AurA-7 
 TGCCATTCCCCTTCACTGTCC 
 AAGTGGGGTTTGGAGTGTGGTTTC 
AurA-8 
 TACAACATTCTACCTGGTTCTA 
 CTGGCCAAAACCTGCAAACCAT 
AurA-9 
 AGCCACCTACCCCTCTTACAG 
 CATTCTAGATTATTCAGGGAGGTTC 
AurA-10 
 CAGGCTGATAAGGAAAGA 
 ACCTACAAAAGAATATCACGGGTAAGACG 
AurA-11 
 GAGTACACCCAACAGGAG 
gDNA Amplifikation 
1. Genestete PCR  
 TGGAGGCCTTTTGATTGGGGAACTG 
AurA-4 
 AGAATTCCCGACAAGACCAACC 
 GAGGGGATAGAAGGTATCATTCAGG 
AurA-5 
 AACAATAAGTGCAAGTATATACAC 
 TTGACATACCATTAATATTTTGGTG 
AurA-6 
 AATACCTCATTACACAAAATTCC 
 TCGTGGCAGCTCTTTGATAGTGG 
AurA-7 
 AATGCTTATAACCCAGTGCAGTAC 
 GGTTTGGAGTGTGGTTTCATGTG 
AurA-8 
 ACTTTATCTGTACATATGGTACAAC 
 TTCCTTTCGGAAGAGATGTC 
AurA-9 
 TCTTACAGCACAAAATCTACACTG 
 AGTAGCTACTTCCTAGGGCACAGGATCTG 
AurA-10 
 GATAAGGAAAGAATTCCAGCAGATG 
 TCTTTCCTTATCAGCCTGA 
AurA-11 
 TGTAGCGTTCTAGATTGAGGGCAGCAGTC 
gDNA Amplifikation 
2. Genestete PCR  
 TCTCGTGACTCAGCAA 
AurA-cDNA-5 
 GCCTGGAGACAGGATGAGGTACA 
cDNA Amplifikation 
AurA-BspEI  GAGAGATCCGGAATGGACCGATCTAAAGAAAACT 
AurA-XhoI  GAGAGACTCGAGCTAAGACTGTTTGCTAGCTGA 
Klonierung 
 CAAATTCTTCCCAGCGCATTCCTTTGCAAGCACAA 
AurA-V57I 
 TTGTGCTTGCAAAGGAATGCGCTGGGAAGAATTTG 
Mutagenese 
              * Alle Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. 
 
3 ZELLLINIEN 
Bezeichnung Beschreibung Herkunft 
HDF Humane Dermofibroblastenzelllinie Cell Applications, San Diego, USA 
Hg2 Humane multiple Myelomzelllinie Labor Multiples Myelom, Uniklinik Heidelberg 
HS-5 Humane Stromazelllinie ATCC, Wesel, Deutschland 
JJN-3 Human Plasmazell-leukämie Zelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
LP-1 Humane multiple Myelomzelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
L-363 Human Plasmazell-leukämie Zelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
MM1.S Humane multiple Myelomzelllinie Labor Mulitples Myelom, USA 
MOLP-8 Humane multiple Myelomzelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
NCI-H929 Humane multiple Myelomzelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
U-266 Humane multiple Myelomzelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
U2OS Human Osteosarkomzelllinie DSMZ, Braunschweig, Deutschland 
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4 LÖSUNGEN 
4.1. Allgemeine Puffer 
PBS pH 7,4      TBE (Tris–Borat-EDTA)-Puffer   
137 mM  NaCl      89 mM Tris-base  
2.7 mM  KCl      89 mM  Borsäure  
1 mM  Na2HPO4      2 mM  EDTA 
1.76 mM KH2PO4      
 
TBS pH 7,6      TE (Tris-EDTA)-Puffer   
150 mM  NaCl     10 mM  Tris-HCl  pH 8,0 
10 mM  Tris-base     1 mM  EDTA 
 
4.2. Western Blot 
Abgeändertes RIPA Puffer    6x SDS-Probenpuffer   
50 mM  Tris pH 8,0     1.2 ml  Tris 0.5 M pH 6.8 
150 mM  NaCl     1.2 g  SDS 
1%  NP-40     4.7 ml  Glyzerol 
1 mM  EDTA     6 mg  Bromphenolblau 
0.2 mM  PMSF     0.93 g  DTT (0,6 M) 
5 mM  NaF     ad 10 ml aqua dest. 
1 mM  Na3VO4      
1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail 
 
12% Trenngel     Sammelgel    
5.52 ml  aqua dest.     5.52 ml aqua dest. 
6.4 ml 30% Acrylamid    1,36 ml 30% Acrylamid 
4 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8    1 ml 1 M Tris-HCl pH 6,8  
80 µl 20% SDS     40 µl 20% SDS 
160 µl TEMED     80 µl TEMED 
9.6 µl 10% APS     8 µl 10% APS  
 
1x Laufpuffer       Transferpuffer   
25 mM Tris-HCl     37 mM  Tris-HCl 
192 mM Glyzin     39 mM Glycin 
1% SDS     0,37%  SDS 
20%  MeOH 
 
Blocklösung      Waschpuffer (TBS/T)   
5 g  Milchpulver oder BSA     10 mM Tris-HCl 
100 ml  TBS/T      150 mM  NaCl 
      0,05%  Tween 20 
 
Fixierlösung      Coomassie BB-Färbelösung   
45% Methanol     0,025% [w/v] Coomassie Brilliant Blue G 250 
10% Eisessig     10% [v/v]       Eisessig  
 
Entfärbelösung     „Stripping“-Puffer   
Aqua dest.       0,1M Glyzin  pH 2,9 
 
4.3. Kinase-Assay 
Kinase Puffer   
20 mM  Tris-HCl pH 7,5 
10 mM  MgCl2 
1 mM  NaF 
10 mM  β-Glycerophosphat 
0,1 mM  Na3VO4 
1 mM  DTT  
20 µM  ATP 
10 µCi  [γ-32P] ATP 
 
4.4. Durchflusszytometrie 
PI Puffer    
40,0 µL  PI (50 µg/mL) 
0,5 µL  RNase A (100mg/ml) 
159,5 µL  PBS 
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4.5. Zellkulturmedien 
Alle Nährmedien wurden 20 min bei 121 °C und 1000 hPa autoklaviert.  
LB-Medium (Luria Broth)    LB-Platten   
10 g  Pepton     10 g  Pepton 
5 g  Hefe-Extrakt    5 g  Hefe-Extrakt 
10 g  NaCl     10 g  NaCl 
Ad 1 L  ddH2O     15 g  Agar 
Ad 1 L  ddH2O 
 
NZY+ AMIN BROTH PH 7,5     SOC MEDIUM  
2 g  NZ-amin      2%  Trypton 
1 g  Hefe-Extrakt    0.5%  Hefe-Extrakt 
1 g  NaCl     10 mM  NaCl  
10 mL  2M Glucose     2.5 mM  KCl  
12.5 mL  1M MgCl2     10 mM  MgCl2  
12.5 mL 1M MgSO4     10 mM  MgSO4 
Ad 1 L  ddH2O     20 mM  Glucose 
 
4.6. Medienzusätze 
Zusatz Stammlösung Endkonzentration 
IPTG 100 mM  0,015 mM 
Nocodazol 10 mg/ml 500 ng/ml 
X-Gal 2% in Dimethylformamid 0,002% 
X-Glu 50 mg/ml 50 µg/ml 
 
4.7. Antibiotika 
Antibiotikum Stammlösung Endkonzentration 
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in H2O 100 µg/ml 
Kanamycin (Km) 50 mg/ml 50 µg/ml 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 10000 U/ml / 10 mg/ml 100 U/ml / 100 µg/ml 
Geneticin (G418) 50 mg/ml 5 mg/ml 
Staurosporin  2 mg/ml 10 µM 
 
5 ENZYME 
Enzym Herkunft 
Encyclo Polymerase Evrogen, Moskau, Russland 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes, Espoo, Finnland 
Superscript II Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Deoxyribonuclease I Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
T4 Ligase Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Antarctic Phosphatase New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail Complete Roche, Mannheim, Deutschland 
Restriktionsendonuklease BspEI New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland 
Restriktionsendonuklease XhoI New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland 
Restriktionsendonuklease Ase I (10000U/ml) New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland 
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6 PLASMIDE 
Plasmid Resistenz Verwendungszweck Herkunft 
pEGFP-C1 Km Expressionvektor mit EGFP BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
pEGFP-C1-AurA-V57 Km Expressionsvektor von EGFP-AurA-V57  Diese Arbeit 
pEGFP-C1-AurA-I57 Km Expressionsvektor von EGFP-AurA-I57 Diese Arbeit 
pUC18 Amp Kontrollplasmid für Transformation  Stratagene, La Jolla, USA 
pWhitescript Amp Kontrollplasmid für Mutagenese Stratagene, La Jolla, USA 
pXmycAurora2 k.A. AurA-V57 Dänemark 
 
7 ANTIKÖRPER 
7.1. Immunfluoreszenz-Antikörper 
Ab Name Konjugat Ursprung Verdünnung Zulieferer 
1° α-γ-Tubulin (TU30) - Maus 1:500 Exbio, Vestec, Tschechien 
1° α-IAK1 (Aurora-A) - Maus 1:100 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
1° 
α-pT288  
(phospho-Aurora-A) 
- Kaninchen 1:400 Cell Signaling, Danvers, USA 
2° α-Maus IgG  Alexa488 Ziege 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
2° α-Kaninchen IgG  Alexa488 Ziege 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
2° α-Maus IgG Alexa568 Ziege 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
2° α-Kaninchen IgG Alexa568 Ziege 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
7.2. Western Blot-Antikörper 
Ab Name Konjugat Ursprung Verdünnung Zulieferer 
1° α-IAK1 (Aurora-A) - Maus 1:250 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
1° α-Aktin - Kaninchen 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland 
1° α-GFP (B2) - Maus 1:80 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland 
2° α-Maus IgG HRP Ziege 1:5000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland 
2° α-Kaninchen IgG HRP Ziege 1:10000 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland 
 
7.3. Immunpräzipitations-Antikörper 
Name Ursprung Verdünnung Zulieferer 
α -Aurora-A Kaninchen 2 µg/mg GeneTex, San Antonio, USA 
α -HA Kaninchen 2 µg/mg Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
α -GFP (B2) Maus 2 µg/mg Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland 
 
7.4. FACS-Antikörper 
Ab Name Konjugat Ursprung Verdünnung Zulieferer 
1° α-Annexin-V PE n. b. 1:10 BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland 
1° α-Phospho-Histon H3 
(Ser10) 
- Maus 1:1000 Abcam, Cambridge, Großbritannien 
2° α-Maus IgG Cy5 Ziege 1:400 Jackson/Dianova, Suffolk, Großbritannien 
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8 CHEMIKALIEN 
Säuren, Basen, anorganische und organische Lösungen stammen von den Firmen BioRad, 
Invitrogen, Merck, Roth, Sigma und Serva Fluka in der jeweils höchsten Reinheitsstufe.  
 
9 RADIOAKTIVE SUBSTANZEN 
Das radioaktiv markierte Nukleotid [γ-32P] ATP wurde von Perkin Elmer (Waltham, USA) 
bezogen. 
 
10 GRÖßENSTANDARDS 
Die Größenstandards für DNA und Protein wurden von MBI Fermentas (St. Leon-Rot, 
Deutschland) bezogen. 
 
11 KOMMERZIELL ERWORBENE, GEBRAUCHSFERTIGE KITS 
Kit Zulieferer 
Absolutely RNA Stratagene, La Jolla, USA 
BCA Protein Assay Bio-Rad Laboraties, München, Deutschland 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 
CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay Promega, Mannheim, Deutschland 
DNAzol® Reagenz Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Encyclo PCR Kit Evrogen JSC, Moskau, Russland 
ECL Western Blot Detection Kit GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 
ExoSAP-IT® Reagenz USB Corporation, Cleveland, USA 
FuGENE® 6 Transfection Reagent Roche, Mannheim, Deutschland 
One Shot® TOP10 Competent Cells Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
PCR rapid purification kit Marligen Biosciences, Ijamsville, USA 
QIAquick Gel-Extraction Kit QIAgen, Hilden, Deutschland 
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAgen, Hilden, Deutschland 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAgen, Hilden, Deutschland 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, USA 
TOPO® XL PCR Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
12 VERWENDETE SOFTWARE 
Software Herkunft 
AixioVision Bildanalyse Software Zeiss, Jena, Deutschland 
BD FACS Diva BD Biosciences, San Jose, USA 
Endnote X Thomson Reuters, New York, USA 
Excel 2003 Microsoft, Redmond, USA 
HWG Abweichungstest  Offene Quelle   (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de) 
IDT SciTools PrimerQuest Offene Quelle   (http://scitools.idtdna.com/scitools/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) 
Illustrator CS4 Adobe, San Jose, USA 
Image J Offene Quelle   (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) 
Nikon Biostation IM Software Nikon, Tokyo, Japan 
Photoshop CS4 Adobe, San Jose, USA 
QuikChange® Primer Design Program Stratagene, La Jolla, USA   (http://www.stratagene.com/sdmdesigner/default.aspx) 
StadenPackage Offene Quelle    (http://staden.sourceforge.net/) 
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13 VERBRAUCHSMATERIALIEN 
Material Zulieferer 
µ-Dish 35 mm, low Integrated BioDiagnostics, München, Deutschland 
3mm Papier Whatman, Maidstone, Grossbritannien 
Combitips plus (0,2 ml, 0,5 ml, 1,0 ml, 2,5 ml und 5 ml)  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Deckgläser rund ∅ 10 mm Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Gradientengel NuPAGE®Novex 4-20% Tris-Acetate Gel Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Konisches Röhrchen (15 ml und 50 ml) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Kryoröhrchen (1,8 ml) Nunc, Wiesbaden, Deutschland 
Leucosep® Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 
Nitrozellulosemembran Protran Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland 
Objektträger Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
PCR-Reaktionsplatte (96er-Napf)) ABgene, Epson, Grossbritannien 
Pipettenspitzen (10 µl, 20 µl, 200 µl und 1000 µl) Starlab, Ahrensburg, Deutschland 
Plastikküvetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Reaktionsgefäße (1,5 ml und 2,0 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Röntgenfilm Fujifilm, Düsseldorf, Deutschland 
Rundbodenröhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Zellkulturflaschen Nunc, Wiesbaden, Deutschland 
Zellkulturschalen (35 mm, 60 mm und 100 mm) BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Zellkulturplatten (6er-, 12er- und 24er-Napf) Nunc, Wiesbaden, Deutschland 
Zellschaber Corning, Amsterdam, Niederlande 
14 GERÄTE 
Gerät Zulieferer 
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer DNA Sequenzierer Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 
CO2-Inkubator Begasungsbrutschränke Heraeus, Hanau, Deutschland 
Dispenserpipette  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, San Jose, USA 
Filmentwicklermaschine Amersham, Freiburg, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss, Jena, Deutschland 
Fluoreszenzreader für Mikrotiterplatten BioTek, Neufahrn, Deutschland 
Geldokumentations-System Herolab, Wiesloch, Deutschland 
Gelelektrophorese-System Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA 
Geltrochnungsrahmen Diversified Biotech, Boston, USA 
Heizblock  Grant Instruments/CLF, Emersacker, Deutschland 
Kühlzentrifugen Heraeus, Hanau, Deutschland; Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Lebendzellbeobachtungskammer Biostation IM Nikon, Düsseldorf, Deutschland 
Magnetrührer Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Gradienten PCR-Maschine Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Mischgerät LTF Labortechnik, Wasserburg, Deutschland 
Photometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Pipetten (2 µl, 10 µl, 20 µl, 200 µl und 1000 µl)  Gilson, Middleton, USA 
Plexiglasabschirmvorrichtungen Institutswerkstatt, Deutschland 
Schüttelgerät Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Schüttelinkubatoren B. Braun Biotech, Melsungen, Deutschland 
Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000  Thermo Scientific, Wilmington, USA 
Stromversorgung Consort, Turnhout, Belgien 
Thermocycler Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge Heraeus, Hanau, Deutschland 
Vakuumkonzentrator Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Vortexer Scientific Industries, New York, USA 
Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland 
Western Blot Zubehör Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 
Zellzählgerät ViCell Counter Beckman Coulter, Fullerton, USA 
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IV METHODEN 
1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
1.1. Isolierung von DNA 
1.1.1 Isolierung von Plasmazellen aus dem Knochenmark  
Im Einverständnis der Patienten wurde Knochenmark für Diagnostik und Forschungszwecke 
abgenommen. Im Myelom-Labor (Universitätsklinikum Heidelberg) wurde mit Hilfe eines 
Plasmazell-Oberflächenmarker (CD138) die Plasmazellen markiert und mittels magnetischer 
Zellsortierung (MACS, Magnetic cell sorter) isoliert, aufgereinigt und zur Verfügung gestellt. 
Eine Reinheit von etwa 95% wurde erreicht. 
 
1.1.2 Isolierung der Leukozyten aus dem peripherem Blut 
Als gesundes Analogon zu den erkrankten Plasmazellen wurden Leukozyten aus dem 
peripherem Blut von Myelom Patienten mittels LeucoSep® Röhrchen und Ficoll extrahiert. 
Das LeucoSep® Röhrchen enthält eine poröse Trennscheibe aus Polyethylen, um nach 
erfolgter Separation eine Rekontamination der angereicherten Zellfraktion mit Erythrozyten 
und Granulozyten zu vermeiden. Unterhalb der Trennscheibe wurde 15 ml 
Seprarationsmedium (Ficoll) vorgelegt und 10 min in PBS/4 mM EDTA vorverdünntem 
antikoagulierten Blut bei 1000 g und RT im Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugiert. 
Durch Ausgießen des Überstandes in ein frisches 50 ml Falcon Röhrchen wurde die 
angereicherte Zellfraktion geerntet, gewaschen und anschließend pelletiert.  
 
1.1.3 Isolierung von DNA aus den Zellen 
Die Lyse der Zellpellets erfolgte durch Zugabe von 1 mL DNAzol® Reagenz. Bei Fällung mit 
100% Ethanol wurde die DNA als Knäuel oder bei geringen DNA-Mengen als Faden sichtbar. 
Nach mehreren Waschungen mit 75% und 70% Ethanol wurde die DNA luftgetrocknet. Die 
DNA wurde mit angemessener Menge (10-2000 µL) Elutionspufferlösung versetzt und über 
Nacht bei 37°C geschüttelt, um die DNA zu lösen. Die DNA wurde bei 4°C aufbewahrt. Bei 
geringen DNA-Mengen wurde durch einen Eindampfungsprozess die Konzentration erhöht.  
1.2. Isolierung von RNA 
Die RNA Isolierung erfolgte über die Lyse der Zelle mit einem chaotropischen Salz Guanidin 
Thiocyanat, welches die Proteine denaturiert und verhindert, dass RNase die RNA degradiert. 
Über eine Silica-Matrix wurde die RNA gebunden, gewaschen und nach einer Inkubation mit 
DNase I mit einem Elutionspuffer eluiert.  
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1.3. Reverse Transkription 
Unter der reversen Transkription (RT) versteht man die mRNA-abhängige DNA-Synthese, mit 
der die sogenannte cDNA (komplementär DNA, complementary DNA)-Synthese. Die aus 
Retroviren gewonnene reverse Transkriptase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die 
die komplementäre DNA aus einzelsträngiger RNA, DNA oder RNA:DNA Hybriden 
synthetisiert. Durch eine Punktmutation im Enzym ist die RNase H Aktivität der reversen 
Transkriptase reduziert und ermöglicht durch die Reduzierung der RNA Degradation eine 
höhere cDNA Ausbeute.  
 
Tab. 1   Komponenten und Bedingungen der reversen Transkription 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zur 
selektiven Anreicherung von DNA-Fragmenten definierter Länge und Sequenz. Zwei 
ausgewählte Oligonukleotide (Primer) legen die äußere Begrenzung der zu amplifizierenden 
Nukleotidsequenz fest. Nach der Hitzedenaturierung bei 94°C des zu analysierenden DNA-
Gemisches in einzelsträngige DNA, hybridisieren die Primer mit der Zielsequenz bei der 
Annealing-Temperatur, die etwa 5°C unter der Temperatur Tm liegt. Tm ist die Temperatur, 
bei der 50% der Primerstränge denaturiert sind. Sie ist von der Basenzusammensetzung und 
der Länge von dem Oligonukleotid abhängig und errechnet sich nach der Wallace-Formel: 
Tm = (A+T) x 2°C + (G+C) x 4°C 
Bei 72°C füllt die DNA-Polymerase die fehlenden Stränge mit freien Nukleotiden auf 
(Elongation/Polymerisation). Um unspezifische Primer Bindungen zu vermeiden, wurde eine 
Hot-Start PCR ausgeführt, indem eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet wurde, die 
eine längere Halbzeit während der Denaturierung bei 94°C hat. Es wurden jeweils 30 Zyklen 
durchlaufen, die mit einem finalen Syntheseschritt von 5 min bei 72°C abgeschlossen und die 
Reaktion durch Abkühlen auf 4°C gestoppt wurde. 
 
Tab. 2   Komponenten und Bedingungen der PCR 
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Für jede Reaktion wurde etwa 20-30 ng Nukleinsäure als Matrize eingesetzt. Das 
Reaktionsgemisch (10 µl Ansatz) beinhaltete neben der thermostabilen Encyclo DNA 
Polymerase (Evrogen JSC, Moskau, Russland), die den Komplementärstrang synthetisiert, 
PCR-Puffer, ein Nukleotidgemisch und Primer (10 µM, MWG). Die Angaben der Hersteller 
wurden dabei berücksichtigt. Da keine DNA-Polymerase ohne Fehler arbeitet, wurde eine 
DNA-Polymerase mit 3’-5’ Exonuklease- bzw. Korrekturlese-Aktivität verwendet, um 
weitgehend Fehlerraten auszuschließen. Zudem wurden die Primer so konzipiert, dass die 
PCR-Produkte eine optimale Länge besaßen, die klein genug war, um Fehlerraten gering zu 
halten, aber dennoch so groß waren, um in möglichst wenigen Experimenten das gesamte 
Aurora-A Gen zu analysieren, da nur begrenzte Mengen des Patientenmaterials zur 
Verfügung standen. Durch zwei- bis dreimaliges Wiederholen von unabhängigen 
Experimenten sollte die Reproduzierbarkeit bewiesen werden. Eine weitere Strategie, um ein 
möglichst reines Ausgangsprodukt mit einer erhöhten Spezifität und Effektivität zu erlangen, 
ist das Prinzip der sogenannten nested-PCR, bei der zwei aufeinanderfolgende PCR-
Reaktionen kombiniert werden. Durch die zweite Reaktion, in der mindestens einer der 
beiden Primer innerhalb des in der ersten Reaktion amplifizierten Fragmentes bindet, kann 
eine enorme Steigerung der Sensitivität erreicht werden. Die Komponenten und Bedingungen 
für die nested-PCR deckten sich mit denen der normalen PCR-Reaktion, außer dass in der 
zweiten PCR-Reaktion als Template das amplifizierte Produkt eingesetzt wurde. 
 
1.5. Elektrophoretische Trennung der DNA 
Die negativ geladene DNA lässt sich in einem Agarosegel durch Elektrophorese nach Größe 
auftrennen und mit Ethidiumbromid bei UV Licht sichtbar machen. Ein Teil der Probe wurde 
mit Ladepuffer versetzt, um das Einfüllen in die Geltaschen zu erleichtern und den Verlauf 
des Geles verfolgen zu können. Für die Größenbestimmung wurde Gene Ruler™ 1 kb-DNA-
Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die Proben wurden in 1%-
igen Agarosegelen bei einer Spannung von 150 V aufgetrennt. Die anschließende Inkubation 
der Agarosegele im Ethidiumbromid für 10 min, diente zur Anlagerung des Ethidiumbromid in 
die α-Helix der DNA, um sie unter UV-Licht sichtbar zu machen. Die Banden wurden mit einer 
Kamera fotografisch festgehalten. 
 
1.6. Aufreinigung von PCR Produkten 
Für die Aufreinigung der PCR Produkte wurde ExoSAP-IT® (USB Corporation, Cleveland, USA) 
verwendet. ExoSAP-IT® beseteht aus zwei hydrolytischen Enzymen. Während die 
Exonuclease I einzelsträngige Primer und einzelsträngige DNA degradiert, baut die Shrimp 
Alkaline Phosphatase die übriggebliebenen dNTPs aus dem PCR Gemisch ab, so dass neben 
dem PCR Produkt nur Nucleoside und anorganische Phosphate übrig bleiben, die die 
Sequenzierung nicht stören. Die Aufreinigung der DNA erfolgte durch Zugabe von 2 µl 
ExoSAP-IT® zu 5 µl PCR Produkt mit Inkubation für 15 min bei 37°C und anschließender 
Inaktivierung für 15 min bei 80°C.  
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1.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zu präparativen Zwecken wurde ein größerer Ansatz von Plasmid-DNA mit 
Restriktionsenzymen verdaut und so viel wie möglich in eine Geltasche aufgetragen. Nach 
Beendigung der Gelelektophorese wurde das gewünschte Fragment auf einer Leuchtplatte 
möglichst rasch mit einem Skalpell so knapp wie möglich aus dem Gel ausgeschnitten. Die 
Aufreinigung der DNA unter Abtrennung der Agarose erfolgte mit dem QIAquick Gel 
Extraktionskit (Qiagen; Hilden, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers. 
 
1.8. Photometrische Bestimmung der Konzentration  
Die Konzentration wässriger DNA-, RNA- und Proteinlösungen können photometrisch 
bestimmt werden. Nukleinsäuren zeigen aufgrund der in ihnen enthaltenen Basen ein 
Absorptionsmaximum bei 260 nm im ultravioletten Bereich, Proteine dagegen absorbieren 
hauptsächlich bei 280 nm. Bei 260 nm entspricht eine Absorption von 1 bei einem Lichtweg 
von 1 cm jeweils einer Konzentration von 50 µg/ml dsDNA, 33 µg/ml ssDNA und 40 µg/ml 
RNA. Das Verhältnis zwischen den gemessenen Absorptionen bei 260 und 280 nm gibt 
Aufschluss über eine eventuelle Verunreinigung der DNA oder RNA-Probe mit Proteinen. Bei 
reinen Nukleinsäure-Lösungen liegt der Quotient beider Werte (A260/A280) zwischen 1,8 
und 2.0. A260/A280 Werte unter 1,8 weisen auf Kontaminationen durch Proteine und 
aromatischen Substanzen hin, wogegen A260/A280 Werte über 2,0 auf RNA 
Kontaminationen hinweisen. Für die Bestimmung der DNA-Konzentrationen wurde der 
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) verwendet, dessen Vorteil die 
Messung mit geringen Probevolumen (1-2 µl) ist.  
 
1.9. DNA-Sequenzierung 
Zur Bestimmung der Nukleotidsequenz der amplifizierten DNA-Fragmente wurde eine DNA-
Sequenzierung nach der Didesoxy-Methode angewendet. Im Verlauf der DNA-
Sequenzreaktion baut die DNA-Polymerase zu einem Template komplementäre Basen ein, bis 
sie ein Kettenabbruchmolekül, sogenannte Didesoxyribonukleotid-triphosphate (ddNTP) 
eingebaut hat, das nicht mehr verlängert werden kann. In dem Reaktionsgemisch befinden 
sich Desoxynuclotidtriphosphate (dNTPs) und ddNTPs, um zu gewährleisten, dass an jeder 
Basenposition eine später detektierbare Fraktion der Moleküle durch den Einbau eines ddNTP 
terminiert wird, während die Moleküle durch den Einbau eines dNTPs lediglich verlängert 
werden. Die ddNTPs sind mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um die vier 
verschiedenen Basen aufgrund der unterschiedlichen spektralen Eigenschaften der Farbstoffe 
zu unterscheiden. Die zu sequenzierende DNA wurde mit ABI PRISM® BigDye™ Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems ABI PRISM, Darmstadt; 
Deutschland) aufgearbeitet. Folgende Komponenten und Bedingungen wurden verwendet: 
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Tab. 3   Komponenten und Bedingungen der Sequenzier-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der Ansatz wurde nach Fällung mit 100% Ethanol und 3M Natriumacetat aufgereinigt, in 10 
µL Formamid aufgenommen und im ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer analysiert. Die 
Reaktionsprodukte wurden im elektrischen Feld in einer Matrix getrennt. Kurze DNA-Stränge 
migrieren schneller in Richtung der positiv geladenen Anode und werden an einer „Ziellinie“ 
vom LASER erfasst. Das LASER-Licht regt die Farbstoffe zur Emission fluoreszenter Strahlung 
an, die schließlich von einem Detektor erfasst und in elektrische Signale umgewandelt 
werden. Ein angeschlossener Computer rechnet aus der Wellenlänge der detektierten Signale 
auf die jeweils eingebaute Base zurück. So entsteht letztlich ein Sequenzmuster als 
Elektropherogramm, dass eine zur ursprünglich sequenzierten Matrize komplementäre 
Basenabfolge zeigt. In den Elektropherogrammen wird die Überlagerung der Sequenz des 
maternellen sowie des paternellen Allels aufgezeigt. Die Elektropherogramme der 
Sequenzierungen wurden anhand der Software Staden Package Version 1.6.0 analysiert, 
wobei zur Übersichtlichkeit an der Leseposition ein senkrechter Strich erstellt wird. Das 
Elektropherogramm zeigt die Überlagerung der DNA-Sequenz von maternellen und 
paternellen Allelen. Sind die Allele homozygot, so überlagern sich die Amplituden der Basen 
vollständig. Bei heterozygoten Allelen überlagern die Amplituden beider Basen, die sich in 
ihrer Amplitudenhöhe unterscheiden können. Die Basensequenz erscheint unter dem 
Graphen. Das Programm kann bei vollständiger Überlagerung zwei verschiedener Basen die 
Base nicht erkennen und markiert diese Stelle mit einem waagerechten Strich. Liegt bei 
heterozygoten Allelen eine der Amplituden erhöht vor, erkennt er nur die Base mit der 
erhöhten Amplitude. Durch Wiederholung der Experimente wurde die Reproduzierbarkeit 
bestätigt und Sequenzierfehler ausgeschlossen. 
 
1.10. Klonierung 
1.10.1 Klonierungsvektor und Insert 
Für die Klonierung wurde der 4,7 kb große pEGFP-C1-Vektor ausgewählt. Der pEGFP-C1-
Vektor besitzt einen starken CMV (Cytomegalovirus)-Promoter, der das EGFP-Fusionsprodukt 
konstitutiv exprimiert. Für eine Selektion besitzt das Plasmid ein Resistenzgen gegen 
Kanamycin und Neomycin. Als Insert diente die cDNA-Sequenz von Aurora-A, die aus dem 
Vektor pXmyc-Aurora-A mittels spezieller Primer, die eine Erkennungssequenz für die 
Restriktionsenzyme XhoI am 5’-Primer und BspEI am 3’-Primer besitzen, herausamplifiziert, 
um sie anschließend in den pEGFP-C1-Vektor zu klonieren.  
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1.10.2 Restriktionsverdau/Linearisierung 
Restriktionsendonukleasen erkennen und schneiden bestimmte Sequenzen an der DNA. 
Diese Eigenschaft wird in der Molekularbiologie genutzt, um Plasmide gezielt zu zerlegen. Die 
Konstrukte wurden von den Restriktionsenzymen BspEI (5’-TCCGGA-3’) und XhoI (5’-
CTCGAG-3’) geschnitten, indem sie mit dem Restriktionsenzym BspEI bei 37°C für 2 h 
verdaut, über ein Gel aufgereinigt und mit dem zweiten Restriktionsenzym XhoI bei 37°C für 
2 h verdaut wurden. 
1.10.3 Dephosphorylierung  
Die Antarctic Phosphatase katalysiert die Dephosphorylierung des 5´-Phosphates von DNA 
und RNA, um eine unerwünschte Rezirkulierung eines geschnittenen Plasmids zu vermeiden. 
Der Vorgang, der nach Herstellerangaben durchgeführt wurde, sieht ein Gemisch aus DNA, 
1x Reaktionspuffer und Antarctic Phosphatase (5 U/µl Vektor) vor, der mit Aqua bidest. auf 
100 µl Gesamtvolumen gebracht und dann 1 h bei 37 ºC und abschließend 5 min bei 65ºC 
inkubiert wurde.  
 
1.10.4 Ligation  
Das aufgereinigte Insert wurde anhand von Erkennungssequenzen an definierten bzw. 
geschnittenen Stellen des linearisierten Plasmids ligiert. Die Ligase verbindet die 5’- und 3’-
Enden von Insert und Plasmid kovalent miteinander. Der Versuchsansatz enthielt 100 ng 
Vektor und 25,5 ng oder 76,5 ng Insert, T4 Ligase und 1x Reaktionspuffer in 20 µl, der bei 
16ºC über Nacht inkubiert wurde.  
 
1.10.5 Transformation in kompetente Bakterien  
Für eine Transformation wurden 1–2 µl eines Ligationsansatzes oder 50 ng Plasmid-DNA zu 
50 µl OneShot® TOP10 kompetente Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
hinzugegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 30 s 
einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und nach Zugabe von 250 µl SOC-Medium für eine 
Stunde bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Die transformierten Zellen wurden auf LB-
Selektions-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden 
mit einer Pipettenspitze gepickt und zur weiteren Bearbeitung als Vorkulturen in 
Flüssigmedium angeimpft. Bei der Transformation wurdr das hergestellte Plasmid in 
kompetente Bakterien eingebracht. Die transformierten Bakterien replizierten die Plasmide 
im Verlauf der eigenen Vermehrung.  
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1.11. TOPO-Klonierung  
Die TOPO-Klonierung ist eine Methode um geringe Mengen DNA, in Form eines PCR-
Produktes, in einen Vektor zu klonieren, anschließend in E. coli Bakterien zu transformieren 
und die Kolonien zu amplifizieren. Das verwendete Klonierungssystem funktioniert nach dem 
Prinzip, dass die Taq DNA-Polymerase der PCR eine terminale Transferaseaktivität besitzt 
und unabhängig vom Amplifikat am 3’-Ende ein einzelnes Adenosin anhängt. Für die 
Aufnahme der Fremd-DNA enthält der Vektor pCR-XL-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) am 3’-Ende einen eingefügten DNA-Abschnitt mit vielen 
Restriktionsschnittstellen (Multiple Cloning Site). Mit dem Überhang eines Thymin-Restes 
kann das PCR-Produkt in den Vektor ligiert werden, da dieser bereits in linearisierter Form 
vorliegt und für die Ligation nicht mehr enzymatisch geschnitten werden muss.  
Im Schritt der Transformation wurden die Plasmide durch einen Hitzeschock in OneShot® 
TOP10 kompetente Bakterien(Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) importiert. Der 
Stoffwechsel der Bakterien wurde über Inkubation in einem Nährmedium wieder aktiviert. 
Die Erkennung der Bakterien, die Plasmide aufgenommen haben, erfolgte durch die Plasmid-
vermittelte Kanamycin-Resistenz über die ß-Lactamase. Die Plasmide enthielten lacZ-Gen, 
welches für die ß-Galaktosidase kodiert. Das auf dem Nährboden aufgebrachte X-Gal wurde 
durch die ß-Galaktosidase in den blauen Farbstoff 5-Brom-4-Chlorindigo und den 
Zuckeranteil Allolactose gespalten. Eine erfolgreiche Klonierung konnte man an den weißen 
Kolonien auf dem Nährmedium erkennen, wohingegen Plasmide mit Fremd-DNA Anteilen die 
ß-Galaktosidase, die den Farbstoff spalten, bilden konnten und somit blau gefärbte Kolonien 
aufzeigten. Die Vektorsequenz enthält M13-Primerbindungsstellen (M13-reverse und -
forward-priming site), um mittels PCR die Insertion des Amplifikates überprüfen zu können. 
Gemäß den Herstellerangaben wurden 4 µl des aufgereinigten PCR Produkts und 1 µl pCR-
XL-TOPO Vektor vermischt, bei RT für 5 min inkubiert und anschließend mit der Stop-Lösung 
die Reaktion versetzt.  
 
 
Abb. 8   Die Vektorkarte von pCR®-XL-TOPO® 
 
1.12. Kultivierung und Kryokonservierung von Bakterien 
Zur Kultivierung einzelner Klonkolonien wurden Agarplatten mit Kanamycin versetzt, um die 
Bakterien selektiv wachsen zu lassen, die das Plasmid pCR®-XL-TOPO® bzw. pEGFP-C1 mit 
dem Kanamycin-Resistenzgen aufgenommen haben. Die Platten wurden jeweils mit 100 µl 
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Transformationsprodukt beschichtet und über Nacht bei 37°C im Bakterienbrutschrank 
inkubiert. Am nächsten Tag wurden die einzelnen Kolonien im LB-Medium mit Antibiotikum-
Zusatz bei 37°C kultiviert. Suspensionskulturen wurden auf einem Bakterienschüttler über 
Nacht bei 200 rpm geschüttelt. Unter diesen Bedingungen befanden sich die Bakterien am 
nächsten Morgen in der stationären Phase. Zur Kryokonservierung wurden 850 µl der 
Bakterienkultur mit 150 µl Glycerol versetzt und bei −80°C gelagert. 
 
1.13. Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
1.13.1 Minipräparation zur Isolierung von Plasmid-DNA 
5 ml LB-Medium, versetzt mit selektivem Antibiotikum, wurden mit einer Bakterienkolonie 
von der Agarplatte angeimpft und über Nacht unter Schütteln kultiviert. Die Extraktion der 
Plasmid-DNA aus den Bakterien erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die gewonnene DNA wurde in 30 µl Elutions-
pufferlösung aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt. 
 
1.13.2 Maxipräparation zur Isolierung von Plasmid-DNA 
Eine Vorkultur von 5 ml LB-Medium und Antibiotikum, wurde mit Bakterien aus einem 
Glycerolstock angeimpft und für 8 h unter Schütteln inkubiert. Die Vorkultur wurde zu 400 ml 
frischem LB-Medium, ebenfalls mit selektivem Antibiotikum versetzt, zugegeben und über 
Nacht unter Schütteln kultiviert. Nach 14 bis 16 h wurde die stationäre Phase der Bakterien 
erreicht und es erfolgte die Extraktion der Plasmid-DNA mit dem Plasmid Maxi Kit von 
QIAGEN nach Angaben des Herstellers. Die gewonnene DNA wurde in 1 ml 
Elutionspufferlösung aufgenommen und die Konzentration mit Nanodrop bestimmt.  
 
1.14. Gezielte Mutagenese 
Die Herstellung eines mutierten Plasmids umfasst die Anlagerung von Oligonukleotiden an 
gegenüberliegenden Positionen beider Vektorstränge und die Verlängerung durch PfuTurbo 
DNA-Polymerase. Die Verdauung des parentalen, methylierten Vektors mit DpnI 
Endonuclease selektiert für mutierte neu synthetisierte DNA. Die geschnittene Vektor-DNA 
enthält die gewünschte Mutation und wird in XL1-Blue superkompetenten Zellen 
transformiert, die die Schnitte wieder ligieren und das Plasmid wiederherstellen. Um 
Genvarianten vergleichen zu können wurde das Aurora-A-Gen im Expressionsplasmid an der 
Position 169 GA (Val57Ile57) mutiert. Die Durchführung der ortsspezifischen Mutagenese 
erfolgte mit Hilfe des QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene, La Jolla, 
USA). Dabei wurde nach der vom Hersteller mitgelieferten Arbeitsvorschrift verfahren. Zur 
Bestätigung der korrekten Sequenz wurde das mutierte Gen anschließend sequenziert. 
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2 BIOCHEMISCHE METHODEN 
2.1. Isolierung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen 
Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden zu 1x107 Zellen 200 µl abgeändertes RIPA-
Lysepuffer hinzugegeben, 30 s gevortext und 20 min auf Eis inkubiert, um die 
Zellwandkomponenten zu verdauen. Während des Inkubierens wurde mit einer 23-G-Kanüle 
geschert, um die chromosomale DNA zu fragmentieren. Nach der Ultrazentrifugation bei 
14000 rpm für 10 min bei 4°C wurde der klare Überstand mit dem Proteinlysat in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und die Konzentration nach der Bradford-Methode bestimmt. Die 
Proteinlysate wurden bis zur Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt. 
 
2.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford 
Das Prinzip der Bradford-Methode beruht auf der Zunahme des Absorptionsmaximums des 
Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250 von 465 nm auf 595 nm nach Bindung an Proteine. 
Die Konzentration der Proteinextrakte wurden mittels der gebrauchsfertigen Lösung Quick 
Start Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) ermittelt. Zur 
Konzentrationsbestimmung wurde zuerst eine Eichkurve einer Rinder Serumalbumin (BSA, 
bovine serum albumin)-Verdünnungsreihe erstellt. Zur Messung von Proteinextrakten wurden 
999 µl Bradford-Lösung in Plastikküvetten vorgelegt und 1 µl eines Proteinextraktes 
hinzupipettiert. Nach Invertieren der Suspension erfolgte die Messung der Proteinmenge an 
einem Spektralphotometer (Eppendorf, Hamburg; Deutschland) bei einer optischen Dichte 
von 595 nm. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die Proben in gleichen zeitlichen 
Abständen zur Zugabe der Assaylösung gemessen werden, da die optische Dichte nur 
zwischen 5-60 min stabil ist. 
 
2.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde jeweils das 
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gel nach Laemmli verwendet, bei der die Proteinprobe 
mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert wird. Es entstehen SDS-Proteinkomplexe, die 
stark negativ geladen sind. Bei Anlegen einer konstanten Stromstärke oder Spannung 
wandern diese zur Anode. Das Polyacrylamidgel hat, je nach Konzentration an Acrylamid in 
der Polymerisationslösung, eine definierte Porengröße und hält die im elektrischen Feld 
wandernden Proteine, entsprechend ihrer Größe, unterschiedlich stark zurück. Um die 
Proteingröße von 40-75 kDa zu erfassen, wurde ein 12%-iges SDS-Polyacrylamidgel zur 
Auftrennung von Proteinen eingesetzt. Die Proteinprobe wurde mit dem entsprechenden 
Volumen an 6x SDS-Probenpuffer versetzt und anschließend für 5 min bei 95°C erhitzt. Die 
Trennung erfolgte in einem SDS-Laufpuffer bei konstanter Stromstärke (30 mA). Ein 
vorgefärbter Protein-Molekulargewichtsstandard (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 
wurden zur Bestimmung der Proteingrößen benutzt. 
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2.4. Western Blot (WB) 
Der Transfer auf dem SDS-Polyacrylamid Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose 
Membran (Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) erfolgte in einem Transferpuffer mit 
einer Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell Apparatur (BioRad Laboratories, 
München, Deutschland) nach dem Nass-Blot-Verfahren. Dazu wurde das Gel in ein ‚Blot-
Sandwich’ bestehend aus Schaumstoff, Whatman-Filterpapier, Gel, Membran, Whatman-
Filterpapier, Schaumstoff eingebettet und in eine Blotkammer gepackt.  
Hierbei ist darauf zu achten, daß die Nitrocellulosemembran zur Anode gerichtet ist. Das Gel 
wurde in einem mit Transferpuffer gefüllten Kammer 2.20 h bei 400 mA /150 V geblottet. 
Der Erfolg des Proteintransfers wurde durch Färben der Membran mit Ponceau S (Carl Roth 
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) überprüft. Nach dem Entfärben der Membran durch 
mehrmaliges Waschen mit TBS/T erfolgte die Absättigung von unspezifischen Bindestellen für 
mindestens 1 h bei RT oder ü.N. bei 4°C in einer Blocklösung. Je nach Antikörper wurde 
entweder eine Blocklösung mit 5% Magermilchpulver in TBS/T oder mit 5% BSA in TBS/T 
verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der Aufbau des „Blot-Sandwich“ für einen Western Blot 
 
Anschließend wurde der Erstantikörper in geeigneter Verdünnung hinzugegeben und je nach 
Erstantikörper 1 h bei RT oder ü.N. bei 4°C inkubiert. Überschüssige Antikörper wurden 
dreimal in 10-minütigen Waschschritten mit TBS/T entfernt. Anschließend wurde die 
Membran mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper 30 min bei RT inkubiert. Die 
Membran wurde wieder gewaschen und eine ECL (enhanced chemiluminescence) Reaktion 
(ECL Plus™ Amersham, Bioscience, Freiburg) nach Herstellerangaben durchgeführt, wobei 
das Enzym HRP (horseradish peroxidase) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid Luminol zu 
einem Dianion umwandelt, welches unter Abgabe von Licht wieder in seinen Grundzustand 
fällt. Die Signale wurden auf Röntgenfilmen (Hyperfilm ECL, Amersham Bioscience, UK) 
detektiert. Durch unterschiedlich lange Expositionszeiten der Membran auf einem 
Röntgenfilm (Fujifilm) konnten die Proteinbanden mit verschiedener Intensität sichtbar 
gemacht werden. 
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2.5.  „Stripping“ von Membranen 
Bereits im WB eingesetzte Membranen können erneut für die Detektion mit anderen 
Antikörpern verwendet werden, nachdem die zuvor benutzten Antikörper entfernt bzw. die 
Membran ‚gestrippt’ wurde. Häufig wird diese Methode auch eingesetzt, um nach Analyse des 
Phosphorylierungsstatus eines Proteins gleiche Mengen des Proteins in allen Ansätzen zu 
belegen. Der Nachteil der Methode besteht in einem teilweisen Verlust membrangebundener 
Proteine und einer Zunahme der unspezifischen Bindung. 
Nach der ECL-Entwicklung wurde die Membran kurz mit TBS/T zur Entfernung noch 
verbliebener ECL-Reagenzien gewaschen und 30 min bei 37°C in einem Inkubator mit 
‚Stripping’-Puffer inkubiert. Danach wurde mindestens dreimal 10 min mit TBS/T gewaschen, 
um überschüssiges ‚Stripping’-Puffer zu entfernen, bevor wieder mit 5% Magermilchpulver 
oder Rinderserum in TBS/T unspezifische Bindung blockiert und der Blot nach der 
beschriebenen Vorgehensweise mit erstem und zweitem Antikörper erneut detektiert wurde. 
 
2.6. Immunpräzipitation (IP) 
Die Anreicherung eines definierten Proteins kann durch Immunpräzipitation erfolgen. Um 
Aurora-A Komplexe zu präzipitieren, wurden affinitätsgereinigte Aurora-A- oder GFP-
Antikörper verwendet. Bevor die Antikörper an Protein A-Agarose-Kügelchen (beads) 
gekoppelt wurden, erfolgten jeweils eine Waschung mit PBS und dem abgeänderten RIPA-
Puffer. Anschließend wurde 1 h bei 4°C rotiert, um unspezifische Bindungsstellen zu sättigen. 
Parallel wurden Zelllysate mit 50 µl Protein A-Agarose inkubiert, um unspezifische Bindungen 
der Protein A-Agarose auszuschließen. Als Negativ-Kontrolle wurden unabhängige Antikörper 
aus der gleichen Spezies verwendet. Anschliessend wurde je 2 mg Zellextrakt hinzugegeben 
und über Nacht bei 4°C unter ständiger Rotation inkubiert. Die hierbei entstandenen Agarose 
A-Antikörper-Protein-Komplexe wurden mehrmals mit dem abgeänderten RIPA-Puffer 
gewaschen. Für die Bestätigung, dass gleiche Mengen an Protein eingesetzt wurden, wurde 
die Hälfte der Agarose A-Antikörper-Protein-Komplexe (1 mg) in 6x SDS-Probenpuffer 
aufgenommen und für 5 min bei 95°C gekocht. Aurora-A bzw. GFP-Aurora-A Proteine wurden 
über SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Western Blot autoradiographisch detektiert. 
 
2.7. In vitro Kinase-Assay (KA) 
Die Aktivität von Kinasen lässt sich in einem in vitro Kinase-Assay bestimmen, in dem die 
Kinase radioaktiv-markierte Phosphatgruppen auf ein Substrat überträgt. Für in vitro Kinase-
Assays wurde Aurora-A aus Nocodazol (0,5 µg/ml) arretierten Zelllinien mittels IP 
angereichert und dreimal mit Niedrig-Salz-Puffer und zweimal mit Kinase-Puffer gewaschen. 
Die aufgereinigte Kinase wurde zusammen mit einem molaren Überschuss des jeweiligen 
Substrats, 2 µg Histon H3 (Upstate/Millipore, Billerica, US), in einem Ansatz von 30  µl Kinase 
Puffer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 µCi [γ-32P] ATP und 10 µM ATP 
gestartet und für 30 min bei 30°C durchgeführt. Die Kinasereaktion wurde durch Zugabe von 
6 µl des 6x SDS-Proben-Puffers gestoppt. Die Proben wurden auf 4-20% NuPAGE Novex 
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Mini-Gelen (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetrennt und eingebettet zwischen zwei 
Zellophanmembranen in einem Geltrocknungsrahmen (Diversified Biotech, Boston, US) über 
Nacht getrocknet. Ein Röntgenfilm wurde auf die getrockneten Gele gelegt und bei -80°C für 
mindestens 12 h inkubiert und anschließend entwickelt. Als Positiv-Kontrolle wurde ein GST-
markiertes Aurora-A Protein verwendet. Die Durchführung der in vitro Kinasereaktion wurde 
unter kombinierter Zugabe von Aurora-A, Aurora-A Inhibitor (Staurosporin), Histon H3 und 
ATP optimiert. 
 
3 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 
3.1. Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien 
Die Kultivierung der Suspensionszellen erfolgte in Flaschen und bei adhärenten Zellen in 
Schalen bei 37°C, 5% oder 10% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Sie wurden in einer 
kontinuierlichen Kultur gehalten und nach konfluentem Wachstum regelmässig im geeigneten 
Verhältnis direkt in frischem Medium verdünnt. Bei adhärenten Zellen wurde der Zellrasen 
zuerst mit 1x PBS gewaschen und anschließend mit 0,05%-Trypsin-EDTA-Lösung von der 
Schalenoberfläche abgelöst, in frisches Komplettmedium überführt und auf eine neue Schale 
ausgesät. Als Zellkulturmedien wurden je nach Zelllinie DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium, Gibco) oder RPMI (RPMI 1640 Medium, Gibco) verwendet. Alle Komplettmedien 
enthielten 10% oder 20% fötales Kälberserum (FCS, Biochrom). 
 
3.2. Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
Zellen können in flüssigem Stickstoff über Jahre gelagert werden. Über kürzere Zeit (1-2 
Jahre) können Zellen auch bei −80°C gelagert werden. Eine erfolgreiche Kryokonservierung 
ist abhängig von einer möglichst langsamen Kühlung auf die Lagertemperatur und vom 
Zusatz einer der Kristallisierung vorbeugenden Schutzsubstanz, Dimethylsulfoxid (DMSO, 
Sigma-Aldrich, München, Deutschland). Etwa 5x106 Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium 
(10% DMSO, 20% FCS, 70% Medium) aufgenommen und in ein Kryoröhrchen überführt.  
Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese im Wasserbad schnell bei 
37°C aufgetaut, gewaschen und im frischen Medium aufgenommen, um das Absterben durch 
die Toxizität von DMSO zu vermeiden. 
 
3.3. Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung 
Die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen durch Trypanblaufärbung wurde mittels Vi-
CELL™ Series Cell Viability Analyzers (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland), einem 
elektronischen Zellzählgerät, durchgeführt. Lebende Zellen mit intakter Membran werden im 
Gegensatz zu absterbenden oder toten Zellen nicht blau angefärbt. Die Auszählung der 
Zellen erfolgte durch elektronische Analyse von 50 Bildern innerhalb weniger Minuten.  
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3.4. Transfektion  
3.4.1 Transfektion von U2OS-Zellen mit Aurora-A Konstrukten 
Die intrazelluläre Expression von Aurora-A erfolgte mit dem Transfektionsreagenz FuGENE® 
6. Für die Transfektion wurden am Vortag 5x105/ml U2OS-Zellen in einer 6-Lochplatte 
ausgesät. 3 µl FuGENE® 6 Reagenz wurde in 97 µl Serum-reduziertes Medium Opti-MEM 
verdünnt und mit 1 µg Plasmid-DNA versetzt, das anschließend 15 min bei RT inkubiert 
wurde. Der Ansatz wurde auf Zellen getropft, geschwenkt und für 48 h inkubiert. 
Rekombinante autofluoreszierende Proteine konnten bereits nach 24 h mit Hilfe eines 
Fluoreszenz-Mikroskops (Axiovision, Carl Zeiss) detektiert werden.  
Für die stabile Transfektion wurde 48 h nach der Transfektion das Medium mit einem 
Selektionsmedium (Medium + 5mg/ml Geneticin, G418) ausgetauscht und wenn nötig die 
Zellen passagiert. Die Konzentration wurde nach einer Titration für die Zytotoxizität 
einerseits und für die Möglichkeit der intrazellulären Geneticin-Inaktivierung andererseits 
bestimmt. Für die Herstellung von stabilen Zelllinien wurden die transfizierten Zellen nach 
etwa 2 Wochen in verschiedenen Konzentrationen (1:10, 2:10, 7:10) auf Platten ausgesät, 
so dass in den folgenden Wochen Einzelkolonien selektiert wurden. Die stabilen Zellkolonien 
standen bis zur Analyse kontinuierlich unter der Selektion von Geneticin und wurden bei 10% 
CO2 kultiviert. Die Kolonien wurden mit einer Pipette aufgesaugt und in eine 96-Loch-Platte 
überführt. Sobald diese konfluent wuchsen, wurden sie in die nächst größere Lochplatte 
überführt bis genügend Zellen für funktionale Assays vorhanden waren. Von über 70 
selektierten Zellkolonien überlebten nur einige Wenige. Die Transfektion wurde mittels 
Fluoreszenzmikroskopie, Western Blot und FACS bestätigt. Der gesamte Prozess von der 
Transfektion bis zur Bestätigung der stabilen Expression im Western Blot nahm mehr als 2 
Monate in Anspruch, da die Zellkolonien zu Beginn sehr langsam wuchsen. Erst nach einer 
gewissen Etablierung begannen die Zellen schneller zu proliferieren als Wildtyp-U2OS-Zellen. 
 
3.4.2 Bestimmung der Transfektionseffizienz 
Eine Möglichkeit zur Bestimmung der Transfektionseffizienz ist die Messung der GFP (green 
fluorescent protein) exprimierenden Zellen. GFP ist ein Protein, das durch die Qualle 
Aequorea victoria produziert wird. Das entsprechende Gen wurde 1992 kloniert und seitdem 
in verschiedenen Zellarten exprimiert (CHALFIE et al., 1994; PRASHER et al., 1992). 
Biophysikalische Grundlage der Fluoreszenz von GFP ist ein chromogenes, posttranslational 
zyklisiertes und oxidiertes Tripeptid (Ser–Tyr–Gly). Nach Anregung emittieren die Proteine 
grünes Licht mit einem Emissionsmaximum bei 509 nm. EGFP (enhanced GFP) stellt eine 
modifizierte Form des wt-GFP dar, das neben humanisierten Codons eine verstärkte 
Fluoreszenz aufweist. Durch Mutationen im Bereich der Tripeptid-Sequenz konnte das 
Exzitationsmaximum von EGFP auf 490 nm verschoben werden. Die Bestimmung der 
prozentualen Expression des fluoreszierenden EGFP in Zellen erfolgte mit der 
Durchflusszytometrie. Für die Analyse wurden jeweils 2x106 Zellen präpariert und mit FACS 
Canto II (BD Biosciences, San Jose, USA) vermessen. 
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3.5. Proliferationsmessung 
Für die kolorimetrische Proliferationsmessung wurde der CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet, der die 
Proliferation der Zellen anhand des Farbumschlags durch die Bioreduktion von MTS, einer 
Tetrazolium-Verbindung misst. Diese Reaktion wird mittels Dehydrogenase-Aktivität der 
metabolisch aktiven Zellen katalysiert. Ein Elektronkupplungsreagenz Phenazin Methosulfat 
(PMS) wird mit MTS in einem Verhältnis von 1:20 vermischt. 20 µl des MTS/PMS Gemisches 
wurden zu 100 µl Medium mit Zellen hinzugegeben. Nach 2,5 h wurde die Menge des 
produzierten Formazans, die direkt proportional zu der Anzahl der lebenden Zellen ist, 
anhand der Absorption bei 430 nm gemessen. 
Für eine elektronische Proliferationsmessung mit dem Vi-Cell® Counter wurden jeweils 5x104 
Zellen auf einer 6-Loch-Kulturschale ausgesät und von Tag 2 bis Tag 6 täglich vermessen, 
um eine Wachstumskurve zu erstellen. 
 
3.6. Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence activated cell sorting) ermöglicht die 
Charakterisierung von Größe, Granularität sowie Fluoreszenzeigenschaften einzelner Zellen 
im Flüssigkeitsstrom. Zentraler Bestandteil der Analyse ist das Durchflusszytometer, das die 
Flüssigkeitsströmung, Optik und Datenprozessierung umfasst. Die entsprechend 
vorbereiteten Zellen werden durch hydrodynamische Kräfte einzeln in einem laminaren 
Probenstrom an den Lasern vorbeigeleitet. Durch die Streuung der Lichtstrahlen in 
Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls, auch Vorwärtsstreulicht (FSC, Forwardscatter) 
genannt, kann die Zellgröße bestimmt werden und das an Strukturen innerhalb der Zelle in 
einem 90°-Winkel gestreute Licht wird als Seitwärtsstreulicht (SCC, Sidescatter) bezeichnet 
und stellt ein Maß für die Zellgranularität dar. Bei Anregung gekoppelter 
Fluoreszenzfarbstoffe wird Licht einer spezifischen Wellenlänge emittiert und durch ein 
komplexes System von Linsen, Spiegeln, Filtern und Detektoren schließlich analysiert. Das in 
der vorliegenden Arbeit verwendete Durchflusszytometer (FACSCanto II, BD Biosciences, 
San Jose, USA) verfügte über einen Argon-Ionen-Laser mit einer Anregungswellenlänge von 
488 nm sowie über einen Helium-Neon-Laser mit einer Anregungswellenlänge von 633 nm. 
 
3.6.1 Fixierung der Zellen für die FACS-Analyse  
Für die Zellzyklus-Analyse und die Analyse von mitotischen Zellen mit dem FACS wurden 
Zellen fixiert. Zunächst wurden 2x106 Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und 
anschließend mit 70% Ethanol für mindestens 1 h auf Eis fixiert und bis zur weiteren 
Verwendung bis maximal zwei Tage bei -20°C gelagert. 
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3.6.2 Analyse des Zellzyklus 
Proliferierende Zellen besitzen in der G1-Phase den einfachen DNA-Gehalt, der im Verlauf der 
S-Phase verdoppelt wird. In der G2- und M-Phase liegt der doppelte DNA-Gehalt vor und bei 
der anschließenden Zellteilung halbiert er sich wieder auf den einfachen Wert. Durch DNA-
spezifische und DNA-stöchiometrische Fluoreszenzfarbstoffe lässt sich der DNA-Gehalt einer 
Zelle durchflusszytometrisch analysieren und die Position der Zellen im Zellzyklus feststellen. 
Für die Markierung der DNA wurde der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) verwendet. 
Durch die Fixierung ist die Membran permeabilisiert, so dass PI in die Zelle eindringt und 
stöchiometrisch zwischen die Basen der doppelsträngigen Nukleinsäuren interkaliert. Durch 
Zugabe von RNase A wurde doppelsträngige RNA zerstört, in die der DNA-Farbstoff sonst 
ebenfalls interkalieren würde. Die resultierende Fluoreszenz ist proportional zum Gehalt an 
DNA und kann so zur DNA-Quantifizierung und zur Zellzyklusanalyse verwendet werden.  
Um Artefakte, die durch die Probenaufbereitung entstehen können zu vermeiden, werden 
Dupletten vor der Analyse ausgegated. Dupletten entstehen bei der Fixierung der Zellen mit 
Alkohol. Der Effekt dabei ist, dass eine G1-Duplette den gleichen DNA-Gehalt hat wie eine 
einzelne Zelle in der G2-Phase. Das führt dazu, dass die G2-Phase ohne diese 
Duplettendiskriminierung überschätzt wird. Eine Duplette erzeugt aber ein breiteres 
Lasersignal, als eine einzelne Zelle und kann daher über die Darstellung der Peakbreite 
unterschieden werden. Es ist also darauf zu achten, vor der Auswertung der einzelnen 
Zellzyklusphasen eine Duplettendiskriminierung vorzunehmen. 
 
3.6.3 Analyse der mitotischen Zellpopulation 
Die Mitose wird nach der abgeschlossenen Replikation durch die Kondensation der 
Chromosomen eingeleitet. Die Voraussetzung für die Chromosomen-Kondensation ist die 
Phosphorylierung des Nukleosom-Kern-Histons H3 auf Ser10. Hierbei kann die 
Phosphorylierung von Histon H3 verwendet werden, um mitotische Zellen von den G2-Phase 
Zellen zu unterscheiden. Die Zellen wurden mit einem phospho-Histon H3-Antikörper für 1 h 
bei RT gekoppelt und anschließend mit dem Zweitantikörper Cy5 verbunden. Phospho-Histon 
H3 wurde mit dem Zweitantikörper Cy5 gekoppelt und detektierbar gemacht. 
 
3.6.4 Analyse apoptotischer Zellen 
Die Apoptose ist durch den Verlust der Membranasymmetrie, Kondensierung von Zytoplasma 
und Zellkern und der intranukleosomalen Defragmentierung der DNA gekennzeichnet. In der 
frühen Phase der Apoptose wird der Verlust der Membranasymmetrie durch die Translokation 
des Membranphospholipids Phosphatidylserin (PS) von der zytosolischen auf die 
extrazelluläre Seite der Plasmamembran eingeleitet. Der Nachweis von apoptotischen Zellen 
erfolgt über das Annexin V, das in Anwesenheit von Calcium mit hoher Affinität PS bindet. 
Die Unterscheidung von apoptotischen und nekrotischen Zellen basiert auf der Anfärbung 
nekrotischer Zellen mit einem DNA-interkalierenden Farbstoff, der in nekrotischen und spät-
apoptotischen, nicht aber in früh-apoptotische Zellen mit intakter Zellmembran eindringen 
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kann. In Kombination mit Phycoerythrin (PE)-markiertem Annexin V kann der DNA-
interkalierende Farbstoff 7-Aminoactinomycin (7-AAD) eingesetzt werden. Somit sind früh-
apoptotische Zellen nur Annexin V positiv, während spät-apoptotische Zelle Annexin V- und 
7-AAD-positiv und nekrotische Zellen lediglich 7-AAD positiv sind. 1x105 Zellen wurden nach 
den Anweisungen des Herstellers (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) entsprechend 
15 min bei RT mit dem PE-Annexin V und 7-AAD inkubiert und unverzüglich mit Hilfe des 
Durchflusszytometers analysiert. 
 
3.7. Immunzytochemie und Mikroskopie 
Neben der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der EGFP-Fusionsproteine wurden 
endogene Proteine mittels spezifischer Erstantikörper und fluoreszierender Zweitantikörper-
Färbungen sichtbar gemacht. Fluoreszenzsignale wurden an einem Axiovert 200M Mikroskop 
(Zeiss, Göttingen), das mit der Digitalkamera AxioCam MRc (Zeiss, Göttingen) ausgestattet 
war, aufgenommen und mit dem Programm Adobe® Photoshop CS4 (Adobe, USA) 
weiterbearbeitet. 
Humane Myelomzellen wurden mittels Zytospin bei 500 rpm für 5 min auf Objektträger 
aufgebracht, während transfizierte U2OS-Zellen auf 10 mm Deckgläschen in 24-Lochplatten 
ausgesät und über zwei Tage kultiviert wurden. Die Fixierung erfolgte über eine Inkubation in 
100% MeOH für 2 min. Für die Färbung von humanen Myelomzellen wurde eine sequentielle 
Doppelfärbung gegen Aurora-A und γ-Tubulin angewendet. Bei den Aurora-A stabil-
exprimierenden U2OS-Zellen wurde gegen γ-Tubulin gefärbt. Die fixierten Zellen wurden mit 
PBS-0,025% NP-40 gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch eine einstündige 
Inkubation bei RT mit 10%igem Ziegenserum in PBS blockiert. Zunächst wurden die Zellen 
für 1 h mit dem Primärantikörper inkubiert, gewaschen und anschließend 30 min mit dem 
Sekundärantikörper unter Lichtausschluss inkubiert und wieder gewaschen. Bei den U2OS 
und den stabilen Zellen wurde zusätzlich eine 45 minütige Inkubation mit TOPRO3 
durchgeführt, um die Zellkerne im LSM zu visualisieren, da kein Filter für DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindol), einem AT-reichen Regionen der DNA interkalierenden Zellkern-
Farbstoff, vorhanden war. Nach einer PBS und H2O Waschung wurden die Zellen mit 100% 
EtOH umspült und getrocknet. Im letzten Schritt wurden die Zellen mit DAPI enthaltendem 
VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, USA) eingebettet, auf einem Objektträger 
gebracht und versiegelt. 
Für die Auswertung der zentrosomalen Aberrationen wurden 2000 Interphase-Zellen der 
Wildtyp-U2OS-Zellen und etwa 6000 Interphase-Zellen der stabilen Zellen ausgezählt. Um 
die Spindelabnormalitäten auszuwerten, wurden je Zelllinie etwa 1500 mitotische Zellen 
analysiert. Für die Auszählung des mitotischen Index wurden 2000 Wildtyp-U2OS-Zellen und 
7000 Zellen je stabile Zelllinie ausgewertet.  
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3.8. Lebendzell-Beobachtung 
Die Lebendzell-Untersuchungen wurden im ‚Nikon Imaging Center’ der Universität Heidelberg 
unter Anleitung von Dr. J. Marhold durchgeführt. Die Wildtyp-U2OS-Zellen und die stabil 
EGFP-Aurora-A-exprimierenden U2OS-Zellen wurden 20 h in einem Intervall von 10 min 
lebend beobachtet. Zur Konstanthaltung der Temperatur wurde eine beheizbare Kammer 
verwendet, welche mit Differentialinterferenzkontrast (DIC) und einer hochauflösenden Orca 
AG Kamera (Hamamatsu, Bridgewater, USA) ausgestattet war. Ausgewertet wurde die Dauer 
der Mitosen der Wildtyp-U2OS-Zellen und stabilen Zelllinien mit Hilfe der ImageJ Software 
(178Hhttp://rsbweb.nih.gov/ij/index.html). Für die Analyse von Wildtyp-U2OS-Zellen wurden 30 
Mitosen und von stabilen Zelllinien jeweils 80 Mitosen ausgewertet.  
 
4 STATISTISCHE ANALYSEN 
Die klinischen Parameter der MM-Patienten wurde von Herrn Dr. K. Neben ausgewertet und 
von Herrn T. Hielscher statistisch analysiert. Um die Verteilung der demographischen 
Variablen wie Geschlecht, Alter, Stadium und klinische Parameter zwischen der 
Kontrollgruppe und den MM-Gruppen zu vergleichen, wurde nach ‚Fisher’s Exact Test’ 
überprüft. Ebenfalls wurde für den Zusammenhang der Genotypen mit der Zytogenetik und 
mit dem Gesamtüberleben der ‚Fisher’s Exact Test’ angewendet und das Gesamtüberleben 
nach Kaplan-Meier in einem Plot aufgetragen. Der Vergleich des mittleren Alters zwischen 
den Gruppen erfolgte mit dem ‚Student’s t-Test’.  
Die Kontrollgruppe wurde nach Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht mittels 
‚Pearson’s Chi-Square Test’ überprüft, um die beobachtete Allelfrequenz der MM-Patienten 
mit der erwarteten Allelfrequenz der Kontrollgruppe vergleichen zu können. Die Vergleiche 
der Genotyp- und Allelfrequenzen zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen der MM-
Patienten erfolgten unter Anwendung eines Assoziationstest (179Hhttp://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl).  
Die Haplotypen wurden in Kooperation mit R. Yang mittels ‚SNP tools’ 
(180Hhttp://www.bioinformatics.org/snp-tools-excel/) ermittelt und verglichen.  
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V ERGEBNISSE 
1 SEQUENZANALYSE DES AURORA-A GENS BEIM MULTIPLEN MYELOM (MM) 
1.1. Mutationsanalyse von AURORA-A 
Für die Mutationsanalyse des Aurora-A-Gens beim Multiplen Myelom (MM) mittels PCR 
wurden zunächst Exon-flankierende Primer aus der Intron-Exon-Struktur des Gens 
abgeleitet. Das Aurora-A-Gen besteht aus acht kodierenden Exons, die sich über einen 
Bereich von ungefähr 20 kb der genomischen DNA erstrecken und in der chromosomalen 
Region 20q13.2 liegen (Abb. 9A). Es sind bisher 10 verschiedene Transkripte bekannt, die 
sich durch alternatives Spleissen in ihrer untranslatierten Region von Exon 1 bis Exon 3 
unterscheiden (Abb. 9B). Neben dem Aurora-A-Gen existieren zwei prozessierte Pseudogene 
von Aurora-A (AURKAPS1 auf Chr. 1q41 und AURKAPS2 auf Chr. 10q25.3). Pseudogene 
stellen unvollständige, funktionslose Genkopien dar. Aufgrund des Fehlens von Introns in den 
prozessierten Pseudogenen wurde die spezifische Amplifikation des Aurora-A-Gens durch die 
Untersuchung mit intronischen Oligonukleotiden gewährleistet. Die Etablierung optimaler 
PCR-Bedingungen für jedes Amplikon wurde zunächst an genomischer DNA (gDNA) von 
gesunden Kontrollpersonen durchgeführt und nach der Optimierung der PCR, an gDNA von 
peripheren Blutproben (PB) und an gDNA von angereicherten CD138-positiven 
Knochenmarkproben (KM) ausgeführt. Aufgrund der Pathogenese des MMs befinden sich die 
malignen Plasmazellen hauptsächlich innerhalb des Knochenmarks und zirkulieren nur bei 
den seltenen Plasmazellleukämien im Blut. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass das PB 
gesunde Keimbahn-gDNA enthält, während die gDNA aus angereicherten CD138-positiven 
Myelomzellen des Knochenmarks die tumorigene gDNA repräsentiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9   Schematische Darstellung des genomischen Lokus von Aurora-A und dessen Transkripte 
A Das humane Aurora-A-Gen lokalisiert auf dem Chromosom 20q13.2, besteht aus 11 Exons und überspannt 20 kb DNA-Sequenz. Der offene 
Leserahmen umfasst die Exons 4 bis 11. B Zehn bisher bekannte Transkripte des humanen Aurora-A Gens, die sich in der Präsenz der ersten drei 
Exone unterscheiden. 
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Es wurden acht verschiedene Amplikons konstruiert, die den gesamten offenen Leserahmen 
(ORF) abdecken. In der Erwartung, dass Mutationen in der tumorigenen gDNA des KMs 
stattfinden, wurden diese analysiert. Es standen insgesamt Tumorproben von 66 MM-
Patienten zur Verfügung, von denen allerdings z.T. nur begrenzte DNA-Mengen verfügbar 
waren (<100 ng pro Patient). Um eine erhöhte Effektivität und Spezifiät zu erlangen, wurden 
zwei aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen (genestete PCR unter „Polymerase Kettenreaktion 
(PCR)“, siehe Kap. VI, Abschn. 1.4) durchgeführt. Die detektierten Mutationen, die zu einem 
Aminosäure-Austausch führten, sind in Tab. 4 zusammengestellt. Neben den bereits 
beschriebenen Phe31Ile- (15/66) und Val57Ile- (9/66) SNPs im Exon 5, war besonders das 
häufige Auftreten der Mutation von Thr338 zu Ala338 im Exon 10 (10/66) auffällig. Die 
Ergebnisse für die Exon 10-Mutationen ließen sich bei einer Wiederholung des Experiments 
jedoch nicht reproduzieren und wurden daher möglicherweise durch einen 
Sequenzierungsfehler oder eine Kontamination verursacht. 
 
Tab. 4   Ergebnisse der Mutationensanalyse bei MM-Patienten mittels genesteter PCR  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Problematik, dass das Tumormaterial nur in geringen Mengen zur Verfügung stand, 
konnte durch TOPO-Klonierung umgangen werden. Der Vorteil der TOPO-Klonierung liegt in 
der Einsetzbarkeit geringer DNA-Mengen, mit denen eine ausgiebige Anzahl von Kolonien 
produziert werden kann. Hierfür wurde zunächst die gDNA von vier MM-Patienten aus dem 
KM amplifiziert, diese in den TOPO-Vektor kloniert und anschließend in kompetente Bakterien 
mit dem klonierten Vektor transformiert. Die Bakterien propagieren immer nur einen Vektor 
und erlauben somit die Sequenzierung einzelner Allele von Aurora-A, welche bei der 
genesteten PCR ein Gemisch aus maternellen sowie des paternellen Allels sequenziert 
werden. Mit Hilfe von TOPO-Klonierung werden somit Allel-spezifische Sequenzen erzeugt. 
Für eine repräsentative Auswertung wurden von jedem Amplikon eines Patienten jeweils 
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Plasmide aus zehn Kolonien sequenziert. In den meisten Fällen wies nur eines der Plasmide 
der zehn Kolonien eine Mutation auf. Die Analyse ergab eine Liste von identifizierten 
Mutationen (Tab. 5), die sich in ihrem Umfang von der vorhergehenden Mutationsanalyse 
mittels genesteter PCR unterschied. Aufgrund dieses unerwarteten Ergebnisses wurde 
gefolgert, dass möglicherweise das Bakterium selbst Mutationen in den Vektor einführt. Für 
die Mutationsanalyse stellte sich deshalb diese Methode als ungeeignet heraus. 
Nichtsdestotrotz konnten die Ergebnisse an den Positionen der beiden bereits beschriebenen 
Polymorphismen Phe31Ile (T91A) und Val57Ile (G169A) reproduziet werden. Deshalb wurden 
diese beiden Polymorphismen in den folgenden Experimenten näher untersucht.  
 
Tab. 5   Ergebnisse der Mutationsanalyse bei MM-Patienten mittels TOPO-Klonierung 
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1.2. SNP-Analyse von AURORA-A 
Für die Untersuchung der Verteilung der Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs bei MM-Patienten 
wurde zunächst davon ausgegangen, dass die SNP-Verteilung im PB aus MM-Patienten im 
Vergleich zum PB aus gesunden Kontrollen unterschiedlich ist, die zur erhöhten Anfälligkeit 
dieser Patienten für die Myelomentstehung beiträgt. Zudem wurde, da das PB aus MM-
Patienten die gesunde Keimbahn-DNA enthält, die SNP-Analyse auch am KM von MM-
Patienten durchgeführt, um die SNP-Verteilung der gesunde Keimbahn DNA der tumorigenen 
DNA gegenüberzustellen.  
 
Tab. 6   Charakteristika und klinische Parameter der MM-Patienten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für die Auswahl des Referenzkollektivs wurde die typische Alters- (60-70 Jahre) und 
Geschlechterverteilung (ca. 62,5% Männer) der MM-Patienten berücksichtigt (GOLDSCHMIDT, 
2003). Die gDNA des Referenzkollektivs wurde von Frau Dr. Burwinkel (DKFZ, Heidelberg) 
und die des MM-Patientenkollektivs von Herrn Dr. Goldschmidt und Herrn Dr. Hose 
(Universitätsklinikum Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Das durchschnittliche Alter der 
Kontrollgruppe betrug 61 Jahre mit einer Geschlechterverteilung von 157 (65,7%) Männern 
zu 82 (34,3%) Frauen. Die Alters- und Geschlechterverteilung der Kontrollgruppe stimmte 
mit der KM-Gruppe überein, unterschied sich allerdings von der PB-Gruppe, da die 
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einbezogenen MM-Patienten in der PB-Gruppe ein jüngeres Durchschnittsalter von 57,6 
Jahren und eine Geschlechterverteilung zugunsten der Frauen (54,5%) aufwiesen. Zwischen 
der PB- und KM-Gruppe wurden in keinem der klinischen Parameter ein Unterschied 
gefunden, was auf die Vergleichbarkeit der Gruppen hindeutet (Tab. 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10   Exemplarische Darstellung von PCR und Sequenzierung der Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs 
A Ein repräsentatives Agarosegel-Bild der 575 bp großen PCR-Produkte des Exon 5 im Aurora-A-Gen. Neben einer positiven Kontrolle (+) sind 
amplifizierte Proben von 7 Patienten (A-G) sowie einer negativen Kontrolle (H2O) aufgetragen. M: 1 kb DNA-Marker (Fermentas). B Die Ausschnitte 
aus Elektropherogrammen zeigen die überlagerte Sequenz eines DNA-Gemisches aus maternellen und paternellen Allelelen an den Positionen 
der Phe31Ile (T91A)- und Val57Ile (G169A)-SNPs in jeweiligen Allelkombinationen (homo- bzw. heterozygot). Der senkrechte Strich im 
Elektropherogramm markiert die aktuelle Lese-Position. Die Basensequenz ist unter den Amplituden angegeben, die bei vollständiger 
Überlagerung von Amplituden zwei verschiedener Basen bei heterozygoten Allelen vom Programm nicht erkannt und als Querstrich (-) markiert 
werden. 
 
Insgesamt wurde die gDNA aus dem PB von 239 gesunden Probanden als Kontrolle, aus dem 
PB von 290 MM-Patienten und aus dem KM von 71 MM-Patienten untersucht. Die 
Genotypisierung der Phe31Ile- und Val57Ile-Polymorphismen im Exon 5 des Aurora-A-Gens 
erfolgte mit Hilfe von PCR- und anschließender Sequenzierreaktionen, die durch mindestens 
zwei unabhängige Experimente bestätigt wurden. Je nach Qualität und Menge der Proben 
variierte die Menge des amplifizierten PCR-Produktes (Abb. 10A). Während einige 
Patientenproben eine eindeutige Bande aufwiesen (Abb. 10A Spur A, B, D-F), zeigten andere 
Patienten nur schwache Banden, was auf eine geringe Ausgangs-gDNA-Menge 
zurückzuführen ist (Abb. 10A Spur C, G). Die Sequenzen wurden anhand der 
Elektropherogramme manuell analysiert, die ein Gemisch aus der Sequenz des maternellen 
sowie des paternellen Allels widergeben (siehe „Sequenzierung“, Kap. IV, Abschn. 1.9.). Die 
homozygoten Allele sind sozusagen als eine Sequenz sichtbar, weil sie vollständig 
überlagern, während bei heterozygoten Allelen die Überlagerung der unterschiedlichen Basen 
sichtbar wird (Abb. 10B). 
Um die Allel- und Genotypfrequenzen zwischen den verschiedenen Gruppen vergleichen zu 
können, wurde zunächst bei der Kontrollgruppe die Abweichung vom Hardy-Weinberg 
Gleichgewicht (HWG) untersucht. Das HWG beschreibt die Verhältnisse von Allelfrequenzen 
im untersuchten Genotyp einer Population. Homogene Populationen besitzen eine konstante 
Allelfrequenz und befinden sich daher im HWG, sofern das Gleichgewicht nicht durch 
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Evolutionsfaktoren wie Mutation, Selektion und Migration gestört wird. Eine mögliche 
Abweichung vom HWG wurde durch den ‚Pearson’s Chi-Square Test’ ermittelt 
(http://ihg2.helmholtz-muenchen.de). Hierbei zeigte sich, dass sich die Kontrollgruppe im 
HWG befindet (Phe31Ile: p=0,200; Val57Ile: p=0,796).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 11   SNP-Analyse der Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs bei Gesunden und MM-Patienten 
Die Phe31Ile (T91A)- und Val57Ile (G169A)-SNPs im Exon 5 des Aurora-A Gens wurden mittels PCR- und Sequenzanalyse bei  gDNA aus dem PB von 
239 Kontrollen, 290 MM-Patienten und aus dem KM von 71 MM-Patienten ermittelt. A Die Allelfrequenz des Val57Ile-SNPs der drei untersuchten 
Gruppen ist als Balkendiagramm dargestellt. B Die Häufigkeiten der Allele und der Genotypen sind für die jeweilige Gruppen angegeben. Die 
Auswertung für die Assoziation mit dem Risiko für MM erfolgte über ein statistisches Programm (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de).  
 
Anschließend wurde in einem Assoziationstest überprüft, ob die Allel- oder 
Genotypfrequenzen mit dem MM in Bezug stehen. Eine Assoziation eines Allels mit einer 
Erkrankung darf erst dann angenommen werden, wenn ein signifikanter Unterschied 
zwischen der erwarteten (Kontrollgruppe) und der beobachteten Allelfrequenz festgestellt 
wird. Die beobachteten Allelfrequenzen und Genotypverteilungen sind in Abb. 11 angegeben. 
Für den Phe31Ile-SNP wurde bei der KM-Gruppe eine leichte Erhöhung, bei der PB-Gruppe 
jedoch eine Verringerung der Allelfrequenz gefunden, beide Beobachtungen waren nicht 
signifikant. Die Häufigkeiten der Allele und Genotypen des Phe31Ile-SNPs für die PB- und 
KM-Gruppen waren demzufolge vergleichbar mit denen der Kontrollgruppe und zeigten somit 
keinen Zusammenhang mit dem MM. Beim Val57Ile-SNP dagegen trat bei der PB-Gruppe das 
169G-Allel mit 84,7% und bei der KM-Gruppe mit 88,7% auf, das sich signifikant vom 
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Auftreten in der Kontrollgruppe (79,3%) unterschied (p=0,036 und p=0,016). Somit kann 
auf eine Assoziation zwischen der Val57-Variante und dem MM geschlossen werden. 
1.3. Mechanismen für die Prävalenz von Val57 beim MM 
1.3.1 Der Verlust der Heterozygosität 
Um möglichen Mechanismen nachzugehen, die zu einer Begünstigung der Val57-Variante 
beim MM führen, wurden die Sequenzen genauer analysiert. Dazu wurde von MM-Patienen 
sowohl gDNA aus dem PB als auch aus dem KM genotypisiert, welches einen intra-
individuellen Vergleich der SNPs zwischen gesunder und tumorigener gDNA ermöglichte. In 
diese Analyse wurden 65 MM-Patienten einbezogen.  
 
 
Abb. 12   Intra-individueller Sequenzvergleich der Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs 
Für die intra-individuelle SNP-Analyse wurden 65 MM-Patienten, bei denen sowohl das PB als auch das KM analysiert wurden, einbezogen. A Ein 
MM-Patient zeigte im Phe31Ile-SNP und B zwei MM-Patienten wiesen im Val57Ile-SNP Abweichungen zwischen der gDNA aus dem PB und KM auf. 
Gezeigt sind Elektropherogramme von MM-Patienten, bei denen eine Abweichung beobachtet wurde.  
 
Die Untersuchung von heterozygoten Allelen ist insofern vorteilhaft, dass allelspezifische 
Unterschiede leichter zu detektieren sind als bei homozygoten Allelen. Insgesamt waren für 
den Phe31Ile-SNP 19 MM-Patienten und für den Val57Ile-SNP 16 MM-Patienten heterozygot. 
Tatsächlich konnte bei der Gegenüberstellung der Sequenzen von PB und KM aus 
heterozygoten MM-Patienten bei drei MM-Patienten allelspezifische Abweichungen in der 
Sequenz beobachtet werden, obwohl die gDNA vom gleichen Individuum abstammte. Für den 
Phe31Ile-SNP wurde bei einem (1/19; 5,26%) und für den Val57Ile-SNP bei zwei MM-
Patienten (2/16; 12,5%) der Verlust eines Allels beobachtet (Abb. 12A, B jeweils unteres 
Bild). Der Verlust eines Allels führt bei heterozygoten Allelen zum Verlust der Heterozygosität 
(LOH, Loss of heterozygosity). In allen drei LOH-Fällen kam es zum Verlust des selteneren 
Allels, was dementsprechend zur Begünstigung der häufigeren Allele 91T (Phe31) und 169G 
(Val57) führte. Diese Ergebnisse weisen auf einen Mechanismus hin, der zur Begünstigung 
der riskanten Val57-Variante im MM hindeutet.  
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1.3.2 Das Allelverhältnis und die Allelexpression auf RNA-Ebene 
In einem weiteren Ansatz sollte herausgefunden werden, ob bei heterozygoten MM-
Patienten, die nicht vom LOH betroffen sind, ein weiterer Mechanismus auf der Ebene der 
Transkription existiert, der zur Häufung der Val57-Variante führen könnte. Hierfür wurden 
die Allele auf RNA-Ebene untersucht und mit den Allelen auf der DNA-Ebene verglichen.  
 
Abb. 13   Allelverhältnis von Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs auf RNA-Ebene 
A Die RNA von drei MM-Patienten, die auf gDNA-Ebene mindestens für einen der SNPs heterozygot waren, wurde isoliert und revers transkribiert. 
Die cDNA diente als Templat für die SNP-PCR im Exon 5 des Aurora-A Gens. Die Frequenz der einzelnen Allele der SNPs wurden mit Hilfe der 
Elektropherogramme ausgewertet.  B Die Ausschnitte der Elektropherogramme eines MM-Patienten, der für beide SNPs heterozygot ist, sind für 
gDNA (oben) und RNA (unten) abgebildet. Der senkrechte Strich stellt die Position des jeweiligen SNPs dar. Überlagern sich bei den 
heterozygoten Allelen die Amplituden vollständig, besitzt jedes Allel eine Frequenz von 50%. Das Verhältnis veröndert sich mit der 
Amplitudenhöhe der Allele. 
 
Von insgesamt drei heterozygoten MM-Patienten standen sowohl die gDNA als auch die RNA 
aus dem KM zur Verfügung. Alle waren auf der gDNA-Ebene heterozygot für den Phe31Ile-
SNP, während nur einer der MM-Patienten zusätzlich eine Heterozygosität im Val57Ile-SNP 
aufwies. Die RNA der MM-Patienten wurde mittels reverser Transkription in cDNA 
umgeschrieben, amplifiziert und anschließend sequenziert. Anhand der Elektropherogramme 
in Abb. 13B ist zu erkennen, dass auf der DNA-Ebene die Amplituden der Allele bei 
heterozygoten MM-Patienten vollständig überlagern, was bedeutet, dass jedes Allel zu 50 % 
vertreten ist. Dem unteren Bild der Abb. 13 ist zu entnehmen, dass auf der RNA-Ebene die 
Amplituden der Allele an den SNP-Positionen unterschiedlich hoch sind. Das Verhältnis der 
Amplitudenhöhe der heterozygoten Allele zueinander bestimmt die Allelfrequenz und somit 
die Expression der Allele. Nur bei einem der drei heterozygoten MM-Patienten wurde solch 
eine Verschiebung des Allelverhältnisses auf der RNA-Ebene zugunsten der häufigeren Allele 
91T (Phe31) und 169G (Val57) beobachtet. Für den Val57Ile-SNP war eine weitere 
Veränderung vom homozygoten C/C-Genotyp auf DNA-Ebene zum heterozygoten T/C-
Genotyp auf RNA-Ebene zu beobachten, was darauf hinweist, dass auf der RNA-Ebene 
verschiedene Mechanismen existieren, die zur Regulierung der Genexpression führen.  
Diese Analyse weist darauf hin, dass transkriptionelle Regulationsmechanismen beim MM 
existieren, die die Genexpression so beeinflussen können, dass bei heterozygoten MM-
Patienten die riskante Val57-Variante begünstigt wird.  
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1.4. Korrelation des Aurora-A Val57Ile-Genotyps mit klinischen Parametern 
bei MM-Patienten 
Für den Vergleich zwischen MM-Patienten mit dem Genotyp G/G (n=207), Val57, gegenüber 
denen mit A/A, Ile57, und G/A, heterozygot Val57Ile, (n=87), wurden die untersuchten MM-
Patienten in zwei Gruppen unterteilt. Die Gruppen unterschieden sich in keinem der 
analysierten klinischen Parameter (Tab. 7). 
 
Tab. 7   Charakteristika und klinische Parameter der MM-Patienten nach Val57Ile-Genotypen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Darüber hinaus wurde untersucht, ob die Val57-Variante mit genomischen Aberrationen oder 
einer Amplifikation von Aurora-A- und Aurora-B-Genloci korreliert. Anhand der Überprüfung 
der Parameter im ‚Fisher’s Exact Test’ wurde festgestellt, dass die Deletion des 
Chromosomen-Arms 17p13 (del(17p13)) signifikant mit der G/G (Val57)-Gruppe korrelierte 
(p=0,0350) (Tab. 8). Während in der G/A & A/A-Gruppe nur 3 von 62 MM-Patienten (5%) 
eine del(17p13) aufwiesen, trat in der G/G-Gruppe die del(17p13) bei 21 von 134 MM-
Patienten mit 16% dreimal so häufig auf. Die Analyse von weiteren genomischen 
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Aberrationen wie del(13q14), t(4;14), t(14;16), Zugewinn von 1q21, Hochrisikoaberrationen 
und Überexpression von Aurora-A und Aurora-B ergaben keine Korrelation mit der GG 
(Val57)-Variante. 
 
Tab. 8   Korrelation genomischer Aberrationen mit dem Val57-Genotyp beim MM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um den prognostischen Wert der Val57-Variante für das Gesamtüberleben zu untersuchen, 
standen Verlaufsuntersuchungsdaten über 20 Jahre für insgesamt 294 MM-Patienten zur 
Verfügung (ausgeführt von Herrn Dr. K. Neben). Für die homozygote G/G-Gruppe ereigneten 
sich bei 207 beobachteten MM-Patienten 46 Todesfälle, während bei der G/A & A/A-Gruppe 
19 Todesfälle bei 87 beobachteten MM-Patienten eintraten (Abb. 14). Es wurde kein 
signifikanter Unterschied im Gesamtüberleben zwischen den beiden Gruppen im Log-rank 
Test gefunden (p=0,79).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14   Der Effekt des Val57-Genotyps auf das Gesamtüberleben beim MM 
Darstellung des geschätzten Gesamtüberlebens nach Kaplan-Meier für MM-Patienten mit der G/G (Val57)-Variante gegenüber MM-Patienten mit 
der G/A & A/A (Val57Ile/Ile57)-Variante. Für die G/G-Gruppe ereigneten sich 46 Todesfälle bei 207 beobachteten MM-Patienten, während in der 
G/A & A/A-Gruppe bei 87 nachverfolgten MM-Patienten 19 Todesfälle auftraten. (p=0,79) 
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1.5. Haplotyp-Analyse 
Für die Assoziationsanalyse zwischen den sogenannten Haplotypen, den Allelkombinationen 
mehrerer SNPs, und dem MM wurden die kombinierten Phe31Ile- und Val57Ile-
Polymorphismen aus der SNP-Analyse ermittelt. Für die beiden SNPs sind folgende 
Kombinationen auf einem Allel möglich: T-G (Phe31-Val57), T-A (Phe31-Ile57), A-G (Ile31-
Val57) und A-A (Ile31-Ile57). Die Allelfrequenz der Haplotypen und die statistischen 
Parameter wurden mit Hilfe des Programms ‚SNP Tools’ (www.bioinformatics.org/snp-tools-
excel/) in Kooperation mit R. Yang errechnet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15   Analyse der Phe31Ile-Val57Ile-Haplotypen bei Gesunden und MM-Patienten 
Die Häufigkeit der Allelkombinationen der Phe31Ile-Val57Ile-Haplotypen (T-G, A-G, T-A und A-A) wurden mittels PCR und Sequenzanalyse von 
Exon 5 im Aurora-A Gen ermittelt. Hierfür wurde die gDNA aus dem PB von 239 Kontrollen und 290 MM-Patienten und aus dem KM von 71 MM-
Patienten untersucht. A Graphisch dargestellt ist die Verteilung der Haplotypen in den untersuchten Gruppen. B Die statistische Auswertung 
erfolgte anhand des Programms ‚SNP tools’ in Kooperation mit R. Yang.  
 
Im Vergleich zur Kontrollgruppe trat der Haplotyp T-G bei der MM-Gruppe signifikant 
häufiger (p=0,005) und T-A signifikant seltener auf (p=0,022), während in keiner der 
untersuchten Gruppen der Haplotyp A-A vorkam (Abb. 15). Demzufolge sind die beiden 
Haplotypen T-G und T-A mit dem MM assoziiert, wobei T-G mit einem erhöhtem Risiko und 
T-A mit protektiver Aktivität einhergeht. 
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2 CHARAKTERISIERUNG DER AURORA-A-KINASE BEI MM-ZELLLINIEN 
2.1. SNP-Analyse bei MM-Zelllinien 
Zur funktionellen Charakterisierung der Aurora-A Polymorphismen, sollten MM-Zelllinien 
genotypisiert werden, um anschließend die Polymorphismen in funktionellen Experimenten 
ausführlich zu untersuchen. Da die asiatische Population eine unterschiedliche Verteilung der 
Allelhäufigkeiten aufweist, wurden für diese Analyse nur kaukasische MM-Zelllinien 
untersucht. Die Ergebnisse der Genotypisierung von insgesamt 18 Zelllinien, von denen 15 
MM-Zelllinien waren, sind in Tab. 9A aufgelistet. In Tab. 9B sind die Sequenzanalysen der 
MM-Zelllinien zusammengefasst. Während beim Phe31Ile-SNP kein auffälliger Unterschied 
zwischen den MM-Zelllinien und den Kontrollen gefunden wurde, konnte beim Val57Ile-SNP 
eine leicht zunehmende Häufigkeit des 169G-Allels von 79,9% bei der Kontrolle auf 83,3% in 
MM-Zelllinien beobachtet werden, was mit den Ergebnissen der MM-Patienten aus der SNP-
Analyse übereinstimmte.  
 
Tab. 9   SNP-Analyse von MM-Zelllinien 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um die Bedeutung des Val57Ile-SNPs eingehender zu beleuchten, sollten im nächsten Schritt  
die beiden im MM relevanten Haplotypen T-G (Phe31-Val57) und T-A (Phe31-Ile57) in 
funktionellen Analysen untersucht werden.  
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2.2. Expression von Allelen auf RNA-Ebene in MM-Zelllinien 
Um die Expression der Allele in MM-Zelllinien auf RNA-Ebene zu überprüfen, wurde die RNA 
aus heterozygoten MM-Zelllinien sequenzspezifisch analysiert (Tab. 10). Von den 
verfügbaren MM-Zelllinien war LP-1 für den Phe31Ile-SNP heterozygot, während MM1.S 
zusätzlich noch für den Val57Ile-SNP heterozygot war. Im Gegensatz zu MM-Patienten 
konnte in beiden Zelllinien keine Verschiebung des Allelverhältnisses bzw. kein Unterschied 
der Expression der Allele auf RNA-Ebene im Vergleich zur DNA gefunden werden.  
 
Tab. 10   Allelverhältnis der Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs in heterozygoten  MM-Zelllinien auf DNA- und RNA-Ebene 
 
 
 
 
 
2.3. Expression des Aurora-A Proteins in MM-Zelllinien 
Gegenstand der folgenden Experimente war die Ermittlung der endogenen Aurora-A 
Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien und die Beurteilung, ob ein Zusammenhang 
zwischen der Val57Ile-Varianten und der Proteinexpression besteht (Abb. 16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 16   Expression von Aurora-A in MM-Zelllinien 
Für die Western Blot Analyse wurden 14 MM-Zelllinien und 3 nicht-MM-Zelllininen herangezogen. Für je 50 µg Zellextrakt wurden die Aurora-A 
Proteinexpression mit Aurora-A Antikörper detektiert (46 kDa). Als interne Kontrolle diente Aktin (42 kDa). 
 
Die Lysate der Zelllinien wurden auf ein denaturierendes Gel aufgetragen und die Proteine 
nach ihrer elektrophoretischer Mobilität aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Zellulose-
Membran mittels Western blot transferiert, um das Aurora-A Protein mit einem spezifischen 
Aurora-A Antikörper (46 kDa) detektieren zu können. Aurora-A konnte in den meisten Fällen 
als einzelne Bande detektiert werden, allerdings war bei einigen Zelllysaten eine weitere 
Bande sichtbar, welche durch eine Spleissvariante oder durch post-translationale Modifikation 
hervorgerufen sein könnte. Das Ergebnis des Western Blots wies keine Korrelation zwischen 
Val57Ile-Varianten und Proteinexpression auf.  
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2.4. Kinaseaktivität von Aurora-A-Kinase in MM-Zelllinien 
Die im Kapitel 2.3 beschriebenen Ergebsnisse führten zu der Fragestellung, ob der 
Aktivierungsstatus von Aurora-A in Bezug auf eine Korrelation mit dem Genotyp 
aussagekräftiger ist als die Proteinexpression. Als Maß für die Kinaseaktivität von Aurora-A 
kann die Autophosphorylierung an Thr288, die mit Hilfe eines Antikörpers (pT288-Antikörper) 
im Western Blot detektierbar ist, herangezogen werden. Allerdings konnte mit keinem der 
getesteten Antikörper das phosphorylierte Aurora-A aus MM-Zellextrakten im Western Blot in 
unsynchronisierten Zellen nachgewiesen werden. Da die Autophosphorylierung von Aurora-A 
in der G2/M-Phase stattfindet, wurden die Zellen einer 16-stündigen Behandlung mit 
Nocodazol, einer Mikrotubulus-depolymerisierenden Substanz, unterzogen, um sie in der 
G2/M-Phase des Zellzyklus zu arretieren. Es wurde außerdem durch Immunpräzipitation 
versucht, das Aurora-A Protein aus den Nocodazol-arretierten Zellextrakten anzureichern und 
anschließend im Western Blot zu detektieren. Keiner dieser Versuche führte zu einem 
erfolgreichen Nachweis der phosphorylierten Aurora-A-Kinase. Erst durch einen in-vitro 
Kinase-Assay war es möglich, die Kinaseaktivität mittels Phosphorylierung des Substrates 
Histon H3 zu messen. Da Staurosporin Aurora-A inhibiert, konnte die Spezifität der Reaktion 
belegt werden.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 17   Aurora-A-Kinaseaktivität in MM-Zelllinien 
A Optimierung des in vitro Kinase-Assays unter Verwendung verschiedener Kombinationen mit [γ-32P]ATP, Substrat und Aurora-A Inhibitor 
(Staurosporin) mit immunpräzipitiertem Aurora-A aus LP-1 Zellen. Der [32P]-Einbau wurde durch Autoradiographie nachgewiesen (KA) und die 
Phosphorylierungsfähigkeit durch die Positivkontrolle mit GST-Aurora-A bestätigt. Der Nachweis des eingesetzten Immunpräzipitats erfolgte über 
einen Western Blot (WB). B 2 mg Zellextrakt von 3 MM-Zelllinien wurden mit Aurora-A Antikörper immunpräzipitiert und anschließend im Kinase-
Assay sowie im Western Blot detektiert.  
 
Als Kontrolle für die Immunpräzipitation wurde IgG eingesetzt. In Abb. 17B ist die in vitro-
Kinasereaktion mit Aurora-A-Antikörper immunpräzipitierten MM-Zellllinien Lysaten 
dargestellt. Um in Abhängigkeit des Val57Ile-SNPs die Zelllinien vergleichen zu können, 
wurden die MM-Zelllinien untersucht, die für den Phe31Ile-SNP die häufigere Phe31-Variante 
aufwiesen, um eventuelle Einflüsse dieses SNPs ausschließen zu können. Die 
Immunpräzipitate der MM-Zelllinien mit der Val57- (MM.1S, OPM-2) und der heterozygoten 
Val57Ile-Variante (LP-1) phosphorylierten im Gegensatz zu der Ile57-Variante (XG-3) das 
Histon H3 eindeutig. Die heterozygote LP-1 Zellen wiesen dabei die höchste Kinaseaktivität 
auf. Es konnte mit den vorliegenden Ergebnissen kein Zusammenhang zwischen der 
Val57Ile-Variante und der Kinaseaktivität festgestellt werden. 
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2.5. Zentrosomale Aberrationen bei MM-Zelllinien 
Da Aurora-A wie eingangs beschrieben an der Zentrosomenregulation beteiligt ist, stellte sich 
die Frage, ob die Expression oder die Kinaseaktivität von Aurora-A mit der zentrosomalen 
Aberrationen bei MM-Zelllinien im Kontext steht. Zur Auswertung der zentrosomalen 
Aberrationen wurden die MM-Zelllinien nach Fixierung mit einem  γ–Tubulin-Antikörper, 
einem zentrosomalen Marker und mit einem Aurora-A-Antikörper gefärbt und anschließend 
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. 
 
 
 
 
 
Abb. 18   Zentrosomale Aberrationen 
in MM-Zelllinien  
Um den Anteil der zentrosomal aberranten 
Zellen zu ermitteln, wurden je 1x105 MM-
Zellen fixiert und mit dem zentrosomalen 
Marker γ-Tubulin gefärbt. Je Zelllinie wurden 
300 Zellen bezüglich der Anzahl 
zentrosomaler Signale fluoreszenz-
mikroskopisch ausgewertet und nach ihrem 
Haplotyp geordnet. Hierbei wurde zwischen 
normaler Anzahl mit 1 oder 2 Zentrosomen 
und abnormaler Anzahl mit 3 und 4 
Zentrosomen und mehr als 5 Zentrosomen 
unterschieden.  
 
Für die Auszählung von Zentrosomen wurde zwischen normaler (ein oder zwei Zentrosomen) und 
abnormaler Zentrosomenzahl unterschieden. Bei Zellen mit abnormaler Zentrosomenzahl wurde 
nochmals in Zellen mit erhöhter Aneuploidiewahrscheinlichkeit (drei oder vier Zentrosomen) und 
in Zellen, die wahrscheinlich durch einen Zellzyklusarrest in Apoptose gehen (mehr als fünf 
Zentrosomen) unterteilt. Hierfür wurden je MM-Zelllinie 300 Zellen ausgewertet.  
Der Hochrisiko-Haplotyp T/T-G/G (Phe31-Val57) wies gegenüber den Haplotypen T/T-G/A 
(Phe31-Val57Ile) und T/T-A/A (Phe31-Ile57) vermehrte zentrosomalen Aberrationen auf. Im 
Vergleich zum Haplotypen T/A-G/G (Phe31Ile-Val57) jedoch waren wesentlich geringere 
zentrosomale Aberrationen vorzufinden. Die Annahme, dass eine erhöhte Kinaseaktivität zu einer 
stärkeren Zentrosomenamplifikation führt, konnte bei MM-Zelllinien nicht bestätigt werden. 
Obwohl bei LP-1 Zellen die stärkste Kinaseaktivität beobachtet wurden (Abb. 17B), wiesen die 
MM1.S Zellen die meisten Zentrosomenamplifikationen auf (Abb. 18). Dieses Experiment zeigte, 
dass zwischen Haplotypen bzw. Kinaseaktivität und Zentrosomenamplifikation in MM-Zelllinien 
kein Zusammenhang besteht. 
Eine grundlegende Problematik der hochproliferativen MM-Zelllinien ist ihre ausgeprägte 
Heterogenität. Da sie unterschiedliche genetische Abnormalitäten tragen, können die 
beobachteten Merkmale nicht ausschließlich auf die Val57-Variante zurückgeführt werden. 
Deshalb sollte im Folgenden ein System verwendet werden, in dem sich die verwendeten Zellen 
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ausschließlich bezüglich der zu untersuchenden Aurora-A Genotypen unterscheiden 
(„Transfektion von U2OS-Zellen mit Aurora-A Konstrukten“, siehe Kap. IV 3.4.1). 
 
3 GENERIERUNG VON AURORA-A EXPRIMIERENDEN ZELLLINIEN 
3.1. Generierung von pEGFP-Aurora-A-Val57- und –Ile57-Plasmiden 
Zur Klärung der Frage, welche unterschiedlichen Einflüsse die Aurora-A-Val57- und Ile57-
Varianten auf den Phänotypen ausüben, wurden rekombinante Plasmide mit den 
entsprechenden homozygoten Val57- und Ile57-Varianten generiert und in einem 
eukaryotischen System überexprimiert, um diese dann durch funktionelle Analysen näher zu 
charakterisieren. Da die Varianten in gleiche Plasmide kloniert und in die gleiche Zelllinie 
transfiziert wurden, konnte der genetische Hintergrund keinen Einfluss ausüben und die 
beobachteten Unterschiede allein auf die Aurora-A-Varianten zurückgeführt werden.  
 
Abb. 19   Schematische Darstellung 
des pEGFP-C1-Plasmids und 
Bestätigung der generierten 
Konstrukte 
A Das 4,7 kb große pEGFP-C1-Plasmid besitzt 
einen starken CMV-Promoter für die 
konstitutive Expression des Zielgens. Neben 
dem EGFP-Gen besitzt es ein Resistenzgen 
gegen Kanamycin und Neomycin. B Für die 
Bestätigung der Größe der hergestellten 
pEGFP-C1-Aurora-A Konstrukte (pEGFP-C1-
Val57 und pEGFP-C1-Ile57) wurden diese und 
der Leervektor pEGFP-C1 mit dem 
Restriktionsenzym AseI 1 h bei 37°C verdaut 
und anschließend elektrophoretisch 
analysiert. Als negative Kontrolle diente ein 
unverdauter Leervektor. 
 
Zunächst wurde hierfür die 1,2 kb lange cDNA der Aurora-A-Kinase aus einem pXmycAurA, 
Plasmid mittels spezieller Primer herausamplifiziert und anschließend in das EGFP-
exprimierende pEGFP-C1-Plasmid hineinkloniert (Abb. 19A, „Klonierung“, siehe Kap. IV, 
Abschn. 1.10). Die erfolgreiche Klonierung wurde durch den Verdau mit dem 
Restriktionsenzym AseI bestätigt, bei dem der Leervektor durch die Linearisierung bei 4700 
bp und das Fusions-Konstrukt bei einer entsprechenden Bande von ungefähr 5900 bp zu 
erkennen war (Abb. 19B). Das resultierende Restriktionsmuster der Fragmente und die 
Sequenzierung erbrachte eine Validierung des Konstruktes pEGFP-C1-Aurora-A-Val57 
(pEGFP-C1-Val57) mit der homozygoten 169G-Genvariante. Zur Generierung von pEGFP-C1-
Aurora-A-Ile57 (pEGFP-C1-Ile57) wurde eine gerichtete Punktmutation an der Position 169 
von G zu A mittels der overlap extension PCR-Methode („Mutagenese“, siehe Kap. IV, Abschn. 
1.15) in das bereits konstruierte pEGFP-C1-Val57 eingeführt, welche ebenfalls durch 
Sequenzierung bestätigt wurde (Ergebnisse nicht gezeigt).  
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3.2. Generierung Aurora-A transient-exprimierender Zellen 
Um zu testen, ob die humane Osteosarkomzelllinie U2OS mit den hergestellten Konstrukten 
transfiziert werden kann, erfolgte zunächst eine transiente Transfektion. Die U2OS-Zellen selbst 
waren heterozygot für den Val57Ile-SNP mit einer gleichmäßigen Allelverteilung von 50%.  
Die FACS-Analyse von fixierten Zellen, 48 h nach der Transfektion, ergab eine 
Transfektionseffizienz von 100% (Abb. 20A unteres Bild). Parallel dazu erfolgte eine 
fluoreszenzmiskroskopische Bestätigung des Transfektionserfolges anhand einer Gegenfärbung 
der Zentrosomen durch γ-Tubulin. Die EGFP-Aurora-A Signale kolokalisierten mit den 
Zentrosomen. Das Aurora-A Signal war besonders während der Mitose ausgeprägt (Abb. 20B). 
Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung bestand die Schwierigkeit in der 
ungleichmäßigen EGFP-Intensität, so dass bei einigen Zellen die gesamte Zelle fluoreszierte und 
eine lokale Akkumulation von EGFP-Aurora-A Proteins am Zentrosom nicht mehr zu erkennen 
war. Die unterschiedlich starke EGFP-Intensität wurde auch durch die FACS-Analyse bestätigt 
(Abb. 20A unteres Bild). Für die Herstellung von Zellen mit vergleichbaren Mengen an EGFP-
Aurora-A sollten daher Zelllinien generiert werden, die das Konstrukt in das Genom integrieren 
und Aurora-A stabil exprimieren, um eine homogene und vergleichbare EGFP-Intensität 
sicherzustellen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20   Transiente Transfektion mit Aurora-A-Val57Ile-Konstrukten 
A Die Transfektionseffizienz der transient transfizierten U2OS-Zellen wurde mittels FACS anhand der EGFP-Expression für 10000 Zellen 
ausgewertet. Abszisse: Zellgröße (FSC-A); Ordinate: EGFP-Intensität. B Neben der Expression von EGFP-Aurora-A (grün) in transient transfizierten 
U2OS-Zellen wurde das Zentrosom mit γ-Tubulin (rot) und dem DNA-Farbstoff mit DAPI (blau) fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt 
sind die Bilder der Einzelfluoreszenzen und der Kolokalisation durch ein überlagerndes Bild (merge).  
 
3.3. Generierung von Aurora-A stabil-exprimierenden Zellen 
Der Nachteil einer transienten gegenüber einer stabilen Transfektion besteht in der Verdünnung 
des Transfektionsansatzes während der Zellteilung, so dass funktionelle Analysen sofort nach der 
Transfektion durchgeführt werden müssen. Bei einer stabilen Transfektion wird die Fremd-DNA in 
das Genom der Zelle dauerhaft integriert und ermöglichen dagegen Analysen über einen 
längeren Zeitraum. Für die Herstellung von Aurora-A stabil-exprimierenden U2OS-Zellen wurde 
48 h nach Transfektion mit 5 mg/ml Geneticin (G-418) selektioniert (stabile Transfektion unter 
„Transfektion“, siehe Kap. IV, Abschn. 3.4.1). Um sicherzustellen, dass nur Zellen mit stabil im 
Genom integrierten Aurora-A-Val57Ile-Kontrukten selektioniert werden, wurden die stabilen 
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Zellen während der Kultivierung bis zu weiteren Anwendungen unter Selektion gehalten. Die 
Überprüfung der EGFP-Expression in den Zellkolonien erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie. 
Bei Zellkolonien mit einer angemessenen Anzahl von Zellen (>2x106 Zellen) konnte das 
Fusionsprotein im Western Blot mit GFP- und Aurora-A-Antikörpern nachgewiesen werden. Die 
elektrophoretische Mobilität von EGFP-Aurora-A ist aufgrund der höheren molekularen Masse (75 
kDa) geringer als die von Aurora-A (46 kDa). Die daraus resultierende Verschiebung der Bande 
stimmte mit der molekularen Masse des EGFP-tags von etwa 29 kDa überein. Eine einzelne 
Bande für EGFP-Aurora-A konnte bei ungefähr 75 kDa beobachtet werden. So konnte im Western 
Blot festgestellt werden, dass drei Zellkolonien mit der Aurora-A Ile57-Variante stabil exprimiert 
waren, während für die Val57-Variante nur eine positive Zellkolonie existierte (Abb. 21). Für die 
weiteren Analysen wurden die Zellkolonien V11 (U2OS-Val57) und i12 (U2OS-Ile57) ausgewählt, 
die etwa gleiche Mengen an Aurora-A zu exprimieren schienen.  
 
Abb. 21   EGFP-Aurora-A Expression in stabilen 
Zellklonen 
Zur Untersuchung der Expression des Fusionsproduktes EGFP-
Aurora-A wurde von den proliferierenden stabil transfizierten U2OS-
Zellklonen jeweils 30 µg Zellextrakt im Western Blot mittels GFP-
Antikörper untersucht (75 kDa). Als interne Kontrolle diente Aktin (42 
kDa). 
 
Der Vergleich zu Wildtyp-U2OS-Zellen bestätigte die Spezifität der Expression von EGFP-Aurora-A 
in den stabilen Zelllinien (Abb. 22A). Um die Akkumulation der EGFP-Aurora-A Expression in 
Abhängigkeit von der Zellzyklusposition zu demonstrieren, wurde ein Western Blot vor und nach 
Nocodazol-Behandlung durchgeführt. Wie erwartet, erhöhte sich nach der Nocodazol-Behandlung 
die Aurora-A Menge erheblich (Abb.22B). Bedauerlicherweise konnte beobachtet werden, dass 
sich die EGFP-Aurora-A Expression mit der Zeit veränderte. Das Expressionsniveau der U2OS-
Ile57 lag unterhalb der von U2OS-Val57, was im Western Blot sowie in der FACS-Analyse 
bestätigt werden konnte (Abb. 22C). Es wurde zwar erwogen, die anderen beiden stabilen Ile57-
Zelllinien für weitere Analysen einzusetzen, allerdings proliferierten die i6 Zellen nicht mehr, 
während sich bei den i10 Zellen die Expression von EGFP-Aurora-A ebenfalls drastisch reduzierte. 
Nichtsdestotrotz wurden in den folgenden Untersuchungen die stabilen Zelllinien mit 
unterschiedlicher EGFP-Aurora-A Expression, U2OS-Val57 und U2OS-Ile57, eingesetzt, um 
Hinweise auf phänotypische Unterschiede zu erhalten. 
 
 
Abb. 22   Nachweis der stabilen Transfektion 
A Für den Nachweis der spezifischen Produktion von EGFP-Aurora-A wurden je 30 µg Zellextrakt der Wildtyp-U2OS, U2OS-Val57 und U2OS-Ile57 
im Western Blot analysiert. B Hinsichtlich der Wirksamkeit von Nocodazol wurde die EGFP-Aurora-A Expression in stabilen U2OS-Val57 und U2OS-
Ile57-Zellen vor und nach einer 16–stündigen Nocodazol-Behandlung untersucht. Hierfür wurden je 30 µg Zellextrakt eingesetzt. C Zum Nachweis 
der Intensität der EGFP-Expression in den stabilen U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen wurden je 1x106 Zellen im FACS analysiert. Abszisse: 
Zellgröße (FSC-A); Ordinate: EGFP-Intensität. 
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4 CHARAKTERISIERUNG VON AURORA-A STABIL-EXPRIMIERENDEN ZELLEN 
4.1. Subzelluläre Lokalisation von EGFP-Aurora-A 
Die subzelluläre Lokalisation von EGFP-Aurora-A in stabilen Zelllinien wurde mittels 
Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen. Zum Nachweis einer zentrosomalen Kolokalisation von 
Aurora-A wurde der zentrosomaler Marker γ-Tubulin verwendet. Für beide stabilen Zelllinien 
konnte eine identische Lokalisation der Aurora-A-Genvarianten beobachtet werden, die sich wie 
das endogene Aurora-A verhielten. Ein eindeutiges Signal war ab der späten G2-Phase bis zum 
Ende der M-Phase nachweisbar und dieses Signal kolokalisierte mit den Zentrosomen (Abb. 23). 
 
 
Abb. 23   Subzelluläre Lokalisation von EGFP-Aurora-A in stabil Aurora-A-exprimierenden Zelllinien 
Die Lokalisation der EGFP-Aurora-A in den stabilen U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch analysiert. EGFP-Aurora-A 
(grün), γ-Tubulin (rot) und DNA (blau). Die Aufnahme der Präparate erfolgte mit einem LSM. Die Bilder der Einzelfluoreszenzen und ihre 
Überlagerung für die Kolokalisation (merge) sind gezeigt. Das Kolokalisationsmuster war bei U2OS-Val57- und U2OS-Ile57-Zellen identisch. 
Repräsentativ dargestellt ist hier U2OS-Val57. 
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4.2. Proliferationsverhalten der stabil Aurora-A exprimierenden Zelllinien 
Die Auswirkung der Val57Ile-Varianten auf das Proliferationsverhalten der U2OS-Zellen 
wurde durch Proliferationsstudien untersucht. Zunächst wurden die beiden stabilen Zelllinien 
miteinander verglichen (Abb. 26 A, B). Die Ergebnisse basieren auf drei unabhängigen 
Experimenten, die jeweils in Triplikaten an sechs aufeinanderfolgenden Tagen durchgeführt 
wurden. Die Proliferation der U2OS-Val57-Zellen war hierbei gegenüber den U2OS-Ile57-
Zellen erhöht (Abb. 26A). Für eine quantitative Auswertung wurde die gemessene Absorption 
in die entsprechende Zellzahl umgerechnet. Die Messung am 6. Tag deutete auf einen 
signifikanten Unterschied hin (p=0,027), wobei die Zellzahl von U2OS-Val57 im Vergleich zu 
U2OS-Ile57 um mehr als das doppelte angestiegen war, welches somit auf ein 
unterschiedliches Proliferationsverhalten der beiden Varianten hinwies (Abb. 26B).  
Um darüber hinaus die Proliferation der stabilen Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (wt-
U2OS) zu untersuchen, wurde bei dieser Analyse die Proliferation mit Hilfe des ‚ViCell® 
Counter’ gemessen, bei der lebende Zellen anhand der Trypanblau-Färbung differenziert und 
elektronisch ausgezählt werden konnten (Abb. 26C, D). Diese Messung bekräftigte die 
vorangegangenen Ergebnisse, dass U2OS-Val57-Zellen eindeutig schneller proliferierten als 
U2OS-Ile57-Zellen (Abb. 26C). Im Unterschied zu den Wildtyp-U2OS-Zellen proliferierten 
beide stabilen Zelllinien erheblich stärker.  
 
Abb. 24   Effekt der Val57Ile-Varianten auf die Proliferation 
A Je 1x103 U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen wurden in 96-Loch-Kulturschalen in Triplikaten kultiviert und täglich mit Hilfe des CellTiter 96® 
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay am ELISA Plattenleser bei 430 nm gemessen. Drei unabhängige Experimente wurden 
zusammengefasst. B Die Umrechnung der Absorption zur absoluten Anzahl der lebenden Zellen wurde mithilfe einer Trendlinie in Microsoft Excel 
durchgeführt. C 5x104 Wildtyp-U2OS, U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen wurden auf einer 6-Loch-Kulturschale kultiviert und von Tag 2 bis Tag 6 
mittels ViCell Counter elektronisch aus 50 Bildern analysiert. D Parallel dazu wurde der Anteil der lebenden Zellen von Wildtyp-U2OS, U2OS-Val57 
und U2OS-Ile57 täglich mitvermessen. 
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Mittels Viabilitätsmessung von Zellen, die bei etwa 96% lag, wurde ausgeschlossen, dass die 
geringere Proliferation von Wildtyp-U2OS-Zellen nicht auf erhöhte Apoptose zurückzuführen 
ist (Abb. 26 D). Der Anteil der lebenden bzw. toten Zellen war in allen drei Zelllinien 
vergleichbar und wies keine auffälligen Unterschiede auf.  
Für eine genauere Messung wurde mit Hilfe einer Annexin V Markierung der Zellen der Anteil 
apoptotischer Zellen durchflusszytometrisch bestimmt (siehe „Analyse apoptotischer Zellen“, 
Kap. IV, Abschn. 3.6.4.). Parallel dazu wurden die Zellen mit 7-AAD gefärbt, einem DNA-
interkalierenden Farbstoff, der nur in Zellen mit durchlässiger Membran, also in spät-
apoptotische und nekrotische Zellen, eindringen kann. Demnach sind lebende Zellen Annexin 
V- und 7-AAD-negativ, früh-apoptotische Zellen Annexin V-positiv aber 7-AAD-negativ, spät-
apoptotische Zellen Annexin V- und 7-AAD-positiv und nekrotische nur 7-AAD-positiv (Abb. 
25A). Der Anteil der apoptotischen Zellen war bei allen drei untersuchten Zelllinien 
vergleichbar und lag im Durchschnitt bei 2,2%. Der Gesamtanteil von toten Zellen 
(apoptotische und nekrotische Zellen) lag durchschnittlich bei 20,5% gegenüber der Messung 
mit dem ViCell®Counter, bei der 2-6% tote Zellen gemessen wurden (Abb. 25B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25   Bestimmung der apoptotischen Zellen bei Wildtyp-U2OS und stabilen Zellen 
A Die Apoptoserate in Wildtyp-U2OS und den stabilen U2OS-Zelllinien erfolgte mittels FACS-Analyse nach PE-Annexin V und 7-AAD Färbung. Lebende 
Zellen: PE-Annexin V- und 7-AAD-negativ (Q3-2); Früh-apoptotische Zellen: PE-Annexin V-positiv und 7-AAD-negativ; (Q4-2) Spät-apoptotische Zellen: PE-
Annexin V- und 7-AAD-positiv (Q2-2); Nekrotische Zellen: 7-AAD-positiv (Q1-2). Abszisse: PE-Annexin V; Ordinate: 7-AAD. B Graphisch dargestellt sind die 
Anteile der lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen in Wildtyp-U2OS und stabilen U2OS-Zellen. 
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4.3. Die Kinaseaktivität der stabilen Zelllinien 
Die erhöhte Proliferationskapazität der U2OS-Val57-Zellen könnte auf eine gesteigerte 
Kinaseaktivität zurückzuführen sein. In einer Studie wurde bereits beobachtet, dass in vitro 
und in vivo Kinase-Assays eine erhöhte Kinaseaktivität für die Haplotypen mit Val57 zeigen 
(KIMURA et al., 2005). Im Gegensatz zu der Hypothese, dass die Haplotypen mit Ile57 die 
riskante Isoform der Aurora-A darstellen, sollte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 
aufgrund der stärkeren Kinaseaktivität die Aurora-A-Genvariante Val57 die riskante Isoform 
darstellt.  
Anhand des in vitro Kinase-Assays sollte die Kinaseaktivität der beiden stabilen Zellinien 
U2OS-Val57 und U2OS-Ile57 bestimmt werden. Da die Kinaseaktivität von Aurora-A der 
zellzyklusabhängigen Regulation unterliegt und in der G2/M-Phase am höchsten ist, wurden 
die stabil transfizierten U2OS-Zellen mit Nocodazol synchronisiert (BISCHOFF et al., 1998). Die 
endogene Aurora-A-Kinase der U2OS-Zellen konnte hierbei vernachlässigt werden, da der 
monoklonale GFP-Antikörper die EGFP-Aurora-A Fusionsproteine der Zellextrakte selektiv 
immunpräzipitierte und nur diese im Kinase-Assay eingesetzt wurden. Die eine Hälfte der 
immunpräzipitierten Proteine wurde als Kontrolle im Western Blot verwendet, während die 
andere Hälfte im Kinase-Assay eingesetzt wurde. Als Substrat diente Histon H3, das mit 
einem molaren Überschuss der immunpräzipierten Kinase und [γ-32P]-ATP inkubiert wurde 
(CROSIO et al., 2002; MARUMOTO et al., 2003).  
Die Untersuchung der Kinaseaktivität zeigte, dass die Aurora-A Val57-Variante das Substrat 
eindeutig stärker phosphorylierte (Abb. 26). Dieses Experiment bestätigte zudem die 
Funktionalität der Konstrukte und zeigte außerdem, dass der EGFP-tag die Kinaseaktivität 
nicht störte. Die als Positiv-Kontrolle eingesetzte GST-Aurora-A-Kinase phosphorylierte das 
Histon H3, während die Negativ-Kontrolle keine Phosphorylierung aufwies.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26   Effekt der Val57Ile-Varianten auf die Kinaseaktivität 
Für den in vitro Kinase-Assay wurden immunpräzipitierte EGFP-Aurora-A-Kinasen aus U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen in Gegenwart von [γ-32P]-
ATP und Histon H3 mit dem Kinasepuffer versetzt und 30 min bei 30°C inkubiert (KA). Der Einbau des [32P] wurde durch Autoradiographie 
nachgewiesen, während die Detektion von EGFP-Aurora-A im Western Blot die entsprechnenden Proteinmengen bestätigt (WB). Als 
Negativkontrolle für die Immunpräzipitation wurde ein HA-Antikörper verwendet. 
 
 
 
ERGEBNISSE 
68 
4.4. Zentrosomale Aberrationen in Aurora-A stabil-exprimierenden 
Zelllinen 
Bisher publizierte Daten zeigten, dass eine erhöhte Aurora-A Expression zu zentrosomaler 
Amplifikation führt. Ob die unterschiedliche Kinaseaktivität der Aurora-A Val57Ile-Varianten 
in diesem Zusammenhang einen Einfluss auf die Regulation der Zentrosomen ausübt, sollte 
mittels Immunfluoreszenzanalysen ermittelt werden. Zentrosomen sind für die akkurate 
Zellteilung zuständig. Aberrante Anzahl der Zentrosomen bergen dementsprechend 
Gefahren, die besonders während der Mitose bei Spindelbildungen von mehr als zwei Polen 
zu Tragen kommen. Einer aberranten Zentrosomenzahl während der Interphase folgt aber 
nicht zwangsweise eine abnormale Spindelbildung während der Mitose. Zentrosomen sind 
fähig zu „clustern“ und bipolare Spindel zu bilden, so dass trotz erhöhter Zentrsomenzahl 
eine normale Zellteilung möglich ist. Um diese Hintergründe zu berücksichtigen wurde für die 
Auswertung zentrosomaler Aberrationen zwischen Interphase- und M-Phase-Zellen 
unterschieden. Für die zentrosomalen Aberrationen wurden jeweils 2000 Interphase-U2OS-
Zellen und etwa 6000 Interphase-Zellen von Aurora-A stabil-exprimierenden Zellen 
ausgezählt. Zur Auswertung der Spindelabnormalitäten, wurden jeweils etwa 1500 
mitotische Zellen analysiert. 
 
 
Abb. 27   Effekt der Val57Ile-Varianten auf die Zentrosomen 
Es wurden 5x104 Wildtyp-U2OS, U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen ausgesät und für 48 h kultiviert und anschließend fixiert. Die Zellen wurden 
mit dem zentrosomalen Marker γ-Tubulin (rot) und mit dem DNA-Farbstoff Topro3 (blau) gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. A 
Die Auswertung des Anteils von Zellen mit abnormalen Zentrosomen in Interphase-Zellen. B Die Auswertung des Anteils von Zellen mit 
abnormalen Spindeln in mitotischen Zellen. Exemplarische Bilder von abnormalen Zentrosomen bzw. Spindeln wurden mit dem LSM 
festgehalten. (Balken: 10 µm). 
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In beiden Auswertungen fanden sich bei U2OS-Val57-Zellen im Vergleich zu U2OS-Ile57-
Zellen signifikant höhere Raten von aberranten Zentrosomen. Sowohl während der 
Interphase (8,6% vs. 6,5%) als auch während der M-Phase von (4,2% vs. 2,0%) konnte 
eine verstärkte Zentrosomenaberration festgestellt werden (Abb. 27A,B). Interessanterweise 
zeigten auch die Wildtyp-U2OS-Zellen viele zentrosomale Aberrationen und lagen mit 7,8% 
abnormalen Zentrosomen und 3,6% abnormaler Spindelbildung näher am Phänotyp von 
U2OS-Val57-Zellen.  
 
Abb. 28   Allelverhältnis des Val57Ile SNPs bei U2OS-Zellen 
auf RNA-Ebene 
Die Elektropherogramme des Val57Ile-SNPs bei Wildtyp-U2OS-Zellen auf 
gDNA- und RNA/cDNA-Ebene. Der schwarze Strich markiert die Position 
des heterozygoten Val57Ile-SNPs. Die Allelverhältnisse sind an der 
Amplitude der Allele abzulesen.  
 
Wildtyp-U2OS-Zellen sind heterozygot für den Val57Ile-SNP (Abb. 28). Hierbei betrug die 
Frequenz der einzelnen Allele jeweils 50% auf gDNA-Ebene. Bei der näheren Untersuchung der 
Allel-Expression der Val57Ile-Varianten auf RNA-Ebene in Wildtyp-U2OS-Zellen fiel das 
verschobene Allelverhältnis zugunsten der Val57-Variante auf. Somit erhöhte sich die Frequenz 
des 169G (Val57)-Allels von 50% (DNA-Ebene) auf etwa 80% (RNA-Ebene). Diese Verschiebung 
könnte die erhöhten zentrosomalen Aberrationen in Wildtyp-U2OS-Zellen teilweise erklären. 
 
4.5. Mitosen in Aurora-A stabil-exprimierenden Zelllinien 
Die Aurora-A-Kinase ist ein wichtiger Faktor für den Eintritt in die Mitose und ihre Regulierung. 
Inwieweit die Aurora-A Val57Ile-Variante Einfluss auf den Ablauf der Mitose hat, sollte in den 
nachfolgend dargestellten Experimenten untersucht werden. Anhand von Immunfluoreszenz-
färbungen wurden 2000 Wildtyp-U2OS-Zellen und jeweils 7000 stabile Zellen der beiden 
Varianten ausgezählt und ausgewertet. Wie in Abb. 29A illustriert, hatten U2OS-Val57-Zellen mit 
3,5% den höchsten mitotischen Index und unterschieden sich signifikant von U2OS-Ile57-Zellen 
mit nur 2,0% (p<0,001) und von Wildtyp-U2OS-Zellen mit 2,3% (p=0,008). In einer 
durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse konnten Zellen, die sich in der G2/M-Phase befanden, 
aufgrund des verdoppelten DNA-Gehaltes von G1-Phase Zellen abgegrenzt werden (Abb. 29B). 
Um weiterhin die mitotischen Zellen von den G2-Phase Zellen differenzieren zu können, wurden 
fixierte Zellen mit einem phospho-Histon H3 (Ser10)-Antikörper gefärbt, der spezifisch mitotische 
Zellen markiert. Obwohl der Gesamtanteil mitotischer Zellen bei U2OS-Val57-Zellen (5,30% ± 
2,85%) und bei U2OS-Ile57-Zellen (5,47% ± 3,31%) vergleichbar war, lag bei U2OS-Val57-
Zellen im Vergleich zu U2OS-Ile57-Zellen ein wesentlich höherer Anteil mitotischer Zellen vor, die 
Aurora-A stabil überexprimierten (4,23% ± 3,11% vs. 1,20% ± 0,96%), was in Überein-
stimmung mit dem Ergebnis der Immunfluoreszenzfärbung war (Abb. 29C). 
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Abb. 29   Effekt der Val57Ile-Varianten auf die Mitoserate 
A Es wurden 5x104 Wildtyp-U2OS, U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen ausgesät und für 48 h kultiviert. Die Zellen wurden mit dem zentrosomalen 
Marker γ-Tubulin (rot) und mit dem DNA-Farbstoff Topro3 (blau) gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Auswertung des Anteils an 
mitotischen Zellen. (Balken: 10 µm). B Durchflusszytometrische Auswertung des Anteils von Zellen in der G2/M-Phase. C G2/M-Phase Zellen 
wurden nach ihrer Markierung mittels phospho-Histon H3-Cy5 (mitotische Zellen) und GFP-Färbung (stabile Expression von Aurora-A) geplottet. 
Die Werte für die Quadranten Q1 und Q2 zeigen den prozentualen Anteil mitotischer Zellen. Q1: Anteil mitotischer Zellen ohne stabiler Aurora-A 
Überexpression; Q2: Anteil mitotischer Zellen mit stabiler Aurora-A Überexpression; Q1+Q2: Gesamtanteil mitotischer Zellen. 
 
Eine weitere Methode zur genaueren Charakterisierung der Mitose war die Lebendzell-
Beobachtung (LCI, Live Cell Imaging). Durch dieses Verfahren war es möglich Mitosen über 
einen längeren Zeitraum zu beobachten (Abb. 30A). Bei einer Gesamtbeobachtungszeit von 
20 h wurden die Zellen in einer speziellen Beobachtungskammer bei 37°C inkubiert und 
Bilder in Intervallen von 10 min an 10 festgelegten Positionen aufgenommen. Für die Analyse 
von Wildtyp-U2OS-Zellen wurden 30 Mitosen und jeweils 80 Mitosen von beiden stabilen 
Zellen ausgezählt und ausgewertet (Abb. 30B). Mit einer Länge von 67 min besaßen 
überraschenderweise die U2OS-Val57-Zellen die kürzeste Mitosedauer. Sie unterschieden 
sich signifikant von den Wildtyp-U2OS-Zellen (p=0,002), deren Mitosen eine Mitosedauer 
von 86 min aufwiesen und von den U2OS-Ile57-Zellen (p=0,028) mit einer mittleren 
Mitosedauer von 73 min. Die Mitosedauer der U2OS-Ile57-Zellen hob sich ebenfalls 
signifikant von den Wildtyp-U2OS-Zellen ab (p=0,035).  
Neben der veränderten Mitoselänge konnten interessante Einzelzell-Beobachtungen von 
abnormalen Mitosen der U2OS-Ile57-Zelllinie i10 gemacht werden. Unter den abnormalen 
Mitosen waren tripolare und tetrapolare Zellteilungen sowie Kernteilungs- und Zytokinese-
Defekte zu beobachten (Abb. 30 C-F). Im Vergleich zur normalen Mitose, benötigten die 
Zellen mit abnormalen Mitosen in dieser Zelllinie wesentlich länger, um die Mitose 
abzuschließen. Für definitive und statistisch abgesicherte Aussagen müssten jedoch mehr 
Zellen mit abnormalen Mitosen untersucht werden. 
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Abb. 30   Effekt der Val57Ile-Varianten auf die Mitosedauer 
A Für die Analyse der Mitosedauer wurden die wt U2OS, U2OS-Val57 und U2OS-Ile57-Zellen in einer Wärmekammer über Nacht inkubiert und 
lebend beobachtet. Während einer Gesamtbeobachtungszeit von 20 h wurden in einem Intervall von 10 min Bilder der Zellen auf verschiedenen 
Positionen aufgenommen. Bilder von repräsentativen Mitosezeiten der Zellen sind hier dargestellt. B Anhand der Bilder wurde die Dauer der 
Mitose ausgewertet. Für die Auswertung wurden 30 Mitosen von Wildtyp-U2OS-Zellen und jeweils 80 Mitosen der stabilen Zellen analysiert. Bei 
der Lebendbeobachtung der stabilen Zellen konnte abnormale Mitosen beobachtet werden wie C tripolare Teilung, D tetrapolare Teilung, E 
Kernteilung und F Zytokinese-Defekt. Die Zahlen geben die Zeit in Minuten wieder. 
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Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine Assoziation und 
eine Relevanz der Aurora-A-Genvariante Val57 (riskant) und Ile57 (protektiv) beim MM hin. 
Funktionelle Analysen zeigten, dass die Aurora-A-Genvariante Val57 einen Einfluss auf die 
Kinaseaktiviät, die Zentrosomenaberrationen und die Mitosedauer ausübt. 
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VI DISKUSSION 
 
Das Multiple Myelom (MM) ist eine unheilbare maligne hämatologische Erkrankung, welche 
sich unter anderem durch exzessive Veränderungen der Chromosomen und der Zentrosomen 
kennzeichnet. Strukturelle Chromosomenveränderungen entstehen meist durch Deletionen, 
Duplikationen, Inversionen und/oder Translokationen. Allerdings ist über den Prozess der 
Entstehung von numerischen Chromosomenveränderungen, die typisch für das MM sind, 
bislang nur wenig bekannt. Mitotische Defekte wie die Deregulierung von mitotischen 
Kinasen sowie von Kontrollpunkten, Zentrosomenamplifikationen und 
Chromosomenmissegregationen werden als potentielle Ursache für die Induktion von 
Aneuploidie in malignen hämatologischen Erkrankungen betrachtet (KRAMER et al., 2005). In 
zwei Genexpressionsanalysen beim Multiplen Myelom wurde die zentrosomal lokalisierte 
mitotische Kinase Aurora-A als ein mögliches Kandidatengen identifiziert, das mit der 
Entstehung von Zentrosomenamplifikationen, Aneuploidie sowie mit der 
Erkrankungsprogression beim MM korreliert (LENTINI et al., 2007; SHAUGHNESSY, 2003; ZHAN et 
al., 2006; ZHOU et al., 1998). Als wichtiger Regulator von Zentrosomen beeinträchtigt eine 
Deregulierung der Aurora-A-Kinase dementsprechend zahlreiche Prozesse der 
Zentrosomenfunktion sowie der Chromosomenverteilung. Bei vielen verschiedenen 
Tumorentitäten liegt Aurora-A amplifiziert und/oder überexprimiert vor, was zur Vermutung 
führt, dass es sich beim Aurora-A Gen um ein potentielles Proto-Onkogen handelt.  
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit das Aurora-A Gen auf Mutationen hin untersucht 
wurde. Die bereits im Aurora-A-Gen beschriebenen Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs wurden 
anhand einer SNP-Analyse auf ihre Verteilung bei MM-Patienten untersucht und mit einem 
Kontrollkollektiv und klinischen Daten verglichen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in 
der Untersuchung von phänotypischen Effekten der unterschiedlichen Aurora-A-Haplotypen, 
die möglicherweise an der Entstehung bzw. Progression des MM beteiligt sind.  
 
1 STRATEGIE UND EINSCHRÄNKUNGEN DER MUTATIONSANALYSE 
Genetische Veränderungen sind häufig die Ursache für eine Tumorentstehung. Neben der 
Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen (TSGs) führen Mutationen in Proto-Onkogenen zur 
Fehlregulation der Signaltransduktion. Um die Akquisition von Mutationen im onkogenen 
Aurora-A nachzuweisen, wurde eine Mutationsanalyse an MM-Proben durchgeführt. Die DNA-
Sequenzanalyse wird in der Routine zur Mutationssuche und zum Nachweis bekannter 
Mutationen bei monogenen Erkrankungen eingesetzt. Zu den wichtigsten Vorteilen der 
direkten DNA-Sequenzanalyse gehören die Vergleichbarkeit der Daten, die auf einer 
weitgehend standardisierten Methode, der Robustheit und der Reproduzierbarkeit der 
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Ergebnisse beruhen. Zu den Nachteilen gehören die geringe Leseweite mit rund 500 Basen, 
die Beeinträchtigung des Laufverhaltens aufgrund der unterschiedlichen Größe der 
fluoreszenz-markierten Farbstoffe und die Diskrepanz in der Sequenzierbarkeit von 
unterschiedlichen DNA-Abschnitten. 
Die kodierende Region des Aurora-A Gens (Exon 3-11) wurde mittels einer genesteten PCR 
amplifziert, um die Spezifität und Effektivität der PCR zu erhöhen. Die fehlerfreie 
Amplifikation sollte durch den Einsatz einer DNA-Polymerase mit Korrekturleseaktivität der 
3’-5’-Exonuklease und die Begrenzung auf relativ kleine Produktgrößen (≤500bp) 
sichergestellt werden. Durch die geringen verfügbaren Mengen an Proben konnten jedoch 
Wiederholungen des Experiments nicht immer durchgeführt werden, so dass Amplifikations- 
und Sequenzierfehler bei identifzierten Mutation nicht ausgeschlossen werden konnten.  
Durch Anwendung der TOPO-Klonierung konnte zwar die Problematik der geringen 
verfügbaren DNA-Mengen umgangen werden, die inkonsistenten Ergebnisse der 
Sequenzierung von TOPO-Klonierungsprodukten führten jedoch zu der Annahme, dass es 
sich bei den identifizierten Mutationen entweder um einen Fehler während der 
Sequenzierreaktion oder um eine vom Bakterium eingeführte Mutation handeln könnte. 
Obwohl das E.coli Bakterium eine Polymerase mit einer Korrekturleseaktivität der 3’-5’-
Exonuklease aufweist, die eine geringere Fehlerrate als die in der PCR verwendeten DNA-
Polymerase besitzt, ist es möglich, dass die Fehlerrate durch die verkürzte Generationszeit 
erhöht wird, da sich der Zeitraum für eine DNA-Reparatur reduziert. Die Generationszeit der 
Bakterien beträgt bei Kultivierung in einem Minimalmedium bei 37°C etwa 60-90 min, die 
durch die Kultivierung im Vollmedium mit Aminosäuren und anorganischen Verbindungen auf 
etwa 20-30 min verkürzt wird (KNIPPERS, 2006). 
Für die Mutationsanalyse des Aurora-A Gens in MM-Patienten erwies sich die TOPO-
Klonierung daher als nicht zweckmäßig. Um ein Gen in seiner Gesamtheit nach Mutationen 
zu untersuchen, sollte deshalb eine adäquate Probenmenge zur Verfügung stehen, damit 
eventuelle Fehlerquellen ausgeschlossen und die Richtigkeit der Analyse bestätigt werden 
kann.  
 
2 SNP-ANALYSE BEI MM-PATIENTEN 
Neben Mutationen können auch Polymorphismen durch komplexe Gen-Umwelt-Interaktionen 
zur Prädisposition von Tumoren beitragen. Neben der Suszeptibilität für eine Krankheit 
können Polymorphismen die Resistenz gegenüber Medikamenten und die Schwere sowie den 
Verlauf einer Krankheit beeinflussen. Die häufigste Form des Polymorphismus ist der 
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP), der durch die relativ geringe Mutationsrate als 
genetischer Marker verwendet werden kann. Bei der Sequenzanalyse des Aurora-A Gens 
konnten nur die Veränderungen an den Positionen der bereits beschriebenen SNPs (Phe31Ile 
und Val57Ile) sowohl mittels genesteter PCR als auch mittels TOPO-Klonierung identifiziert 
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und bestätigt werden (Tab. 4; Tab. 5). Die Genotypsierung ergab, dass in der normalen 
kaukasischen Population die Allele für Phe31 und Val57 dominieren. 
Die Untersuchung von der gDNA aus dem peripheren Blut (PB) und den aus dem 
Knochenmark angereicherten CD138-positive Myelomzellen (KM) von MM-Patienten diente 
zum Vergleich von tumorigener zur ‚normaler’ DNA, da sich im peripheren Blut von MM-
Patienten, von der seltenen Ausnahme der Plasmazellleukämie abgesehen, keine 
Myelomzellen finden. Um diese Gruppen mit einer Normalpopulation vergleichen zu können, 
wurde zusätzlich eine Alters- und Geschlechts-‚gematchte’ Kontrollgruppe untersucht. Für die 
Rekrutierung der Kontrollgruppe wurde deshalb das Alter bei Erstdiagnose und die 
Geschlechterverteilung der MM-Patienten berücksichtigt. Obwohl die Probanden für die 
Kontrollgruppe nach den Angaben der Literatur (männlich:weiblich=3:2; mittleres Alter bei 
Erstdiagnose: 60-70 Jahre) herangezogen wurden, wiesen die MM-Patienten der PB-Gruppe 
eine leicht veränderte Verteilung auf (Tab. 6). Die MM-Patienten waren im Durchschnitt 
jünger als die Kontrollen (57,6 vs. 61 Jahre) und Männer waren unterrepräsentiert (54,5% 
vs. 65,7%). Das erhöhte Alter und die verstärkte männliche Präsenz in der Kontrollgruppe 
stellen im MM ein erhöhtes Risiko dar. Diese wurden dennoch in Analysen eingesetzt, da sie 
den allgmeinen Angaben der Literatur entsprachen. Zwischen den anderen 
Gruppenkombinationen PB- vs. KM-Gruppe und KM- vs. Kontrollgruppe wurden keine 
signifikanten Unterschiede festgestellt.  
Obwohl die Ile31-Genvariante des Phe31Ile-SNPs als ein gering penetrantes Gen für 
Anfälligkeit der Tumorentstehung bei Brust, Kolon, Eierstock, Prostata, Lunge, Ösophagus 
und Haut als relevant eingestuft wurde, konnte weder bei der PB- noch bei der KM-Gruppe 
von MM-Patienten ein signifikant erhöhtes Vorkommen der Ile31-Variante nachgewiesen 
werden (EWART-TOLAND et al., 2005). Stattdessen dominierte die Phe31-Variante, deren 
Häufigkeit sich jedoch nicht deutlich von der Kontrollgruppe unterschied. In 
Übereinstimmung mit einer Studie von Val57Ile-SNP beim Magenkarzinom, konnte in der 
vorliegenden Arbeit beim MM ein signifikanter Unterschied festgestellt werden, der sowohl 
bei der gesunden als auch bei der tumorigenen genomischen DNA nachgewiesen wurde 
(EGAN et al., 2004; KIMURA et al., 2005). Während bei Gesunden das 169G (Val57)-Allel mit 
einer Frequenz von 79,9% auftrat, kam es bei der PB-Gruppe um durchschnittlich 5,0% 
(84,7%; p=0,036) und bei der KM-Gruppe sogar um 9,0% (88,7%; p=0,016) häufiger vor. 
Dieses Ergebnis deutet auf eine Relevanz der Val57-Variante hin, die unter bestimmten 
Voraussetzungen zu einer erhöhten Suszeptibilität für das MM beitragen könnte. 
In einer Kolonkarzinom-Studie wurden bezüglich des Phe31Ile-SNPs allelspezifische 
Veränderungen bei heterozygoten Kolonkarzinompatienten im Vergleich zwischen normaler 
Kolonmukosa und tumorigener DNA aus dem Kolon gefunden (EWART-TOLAND et al., 2003). 
Die Vermutung, dass allelspezifische Veränderungen auch bei MM-Patienten vorhanden sein 
könnten, wurde durch den Vergleich von gepaarter gesunder und tumorigener DNA von MM-
DISKUSSION 
76 
Patienten bestätigt. Ein Verlust der Heterozygosität (LOH) trat für den Phe31Ile SNP-bei 1 
von 19 (5,3%) und für den Val57Ile-SNP bei 2 von 16 (12,5%) der heterozygoten MM-
Patienten auf (Abb. 12). Der LOH in der tumorigenen DNA beruhte auf den Verlust eines 
Allels, das bei heterozygoten Patienten zum Verlust der Heterozygosität und folglich zur 
Veränderung des Genotyps führte. In allen drei Fällen war der Verlust des selteneren Allels 
vorzufinden, der zur Begünstigung der Phe31- bzw. Val57-Variante führte. Der erhöhte Anteil 
der Val57-Variante im Myelom könnte somit auf solch einen Verlust eines protektiven Allels 
bzw. Verlust der Heterozygosität zurückzuführen sein. Als Mechanismen die zum Verlust der 
Heterozygosität führen, sind mitotische Defekte wie Missegregation der Chromosomen oder 
mitotische Rekombinationen bekannt (LODISH et al., 2000): Die Zellteilung einer 
heterozygoten Zelle mit einem Defekt der mitotischen Spindel kann zur Missegregation der 
Chromosomen in einem Verhältnis von 3:1 führen (Abb. 31A). Die Tochterzelle mit nur 
einem Chromosom stirbt ab, während die Tochterzelle mit den 3 Chromosomen überlebt; das 
Extra-Chromosom geht allerdings im Laufe der Zeit verloren. Durch eine weitere Mitose kann 
dadurch eine weitere Tochterzelle entstehen, die homozygot für ein Allel ist. Alternativ kann 
während der Mitose eine Rekombination der homologen Chromatiden duplizierter 
Chromosomen erfolgen (Abb. 31B). Obwohl LOH oft im Zusammenhang mit der 
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen beobachtet wird, gibt es Studien, die zeigen, dass 
LOH auch in Proto-Onkogenen gefunden werden und ein zusätzliches Ereignis in der 
Progression von Tumoren darstellen kann (FUTAMI et al., 2003; QUADRO et al., 2001). Der 
beobachtete Verlust des protektiven Allels bzw. Zugewinn des riskanten Allels des Aurora-A 
Gens beim MM führt zur Vermutung, dass die Val57-Variante nicht nur zur Suszeptibilität, 
sondern auch zur Progression des MMs beiträgt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31   Mechanismen für den Verlust der Heterozygosität 
Die Mechanismen, die zu einem Verlust der Heterozygosität führen, basieren auf A Missegregation der Chromosomen durch defekte mitotische 
Spindeln und B mitotische Rekombination zwischen homologen Chromatiden mit anschließender Chromosomensegregation (modifiziert nach 
Lodish et al., 2000) 
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Eine weiterer Mechanismus, die zur erhöhten Prävalenz der Val57-Variante beim MM führen 
kann, wurde mittels Vergleich von DNA und RNA aus dem Knochenmark von MM-Patienten 
ermittelt. Die untersuchten MM-Patienten waren sowohl auf der DNA- als auch auf der RNA-
Ebene heterozygot für die SNPs, wiesen allerdings auf der RNA-Ebene eine Verschiebung in 
der Allelfrequenz auf, die wiederum einen Einfluss auf die Expression ausüben könnte. Eine 
Veränderung in der Expressions kann durch veränderte Regulierung der Genexpression 
mittels transkriptioneller Mechanismen wie Histonmodifikation, Chromatin-Remodeling, 
Bindung von Transkriptionsfaktoren und Nutzung alternativer Promotoren entstehen 
(STRACHAN & READ, 2004). Weiterhin sind auch epigenetische Mechanismen wie DNA-
Methylierung an CpG-Inseln des Promoters oder Mechanismen auf der post-transkriptionellen 
Ebene wie alternatives Spleissen, alternative Polyadenylierung, gewebsspezifische RNA-
Editierung und translationale Kontrollmechanismen wie mikroRNA (miR)-Bindung für die 
differentielle Genexpression denkbar, die möglicherweise bei heterozygoten MM-Patienten 
zur Begünstigung der Val57-Variante auf RNA-Ebene führen können.  
 
3 KLINISCHE RELEVANZ DES VAL57ILE SNPS BEIM MM 
Eine klinische Relevanz der Val57-Variante wurde bisher nur in einer Magenkarzinomstudie 
gezeigt, bei der die Val57-Variante mit der Progression der Erkrankung korrelierte (JU et al., 
2006). In der vorliegenden Arbeit wurde anhand einer Korrelation zwischen abnormalen 
Karyotypen und Val57Ile-SNP ein Zusammenhang der Val57-Variante mit der 17p13 Deletion 
bei MM-Patienten gefunden (p=0,035). Die interstitielle Deletion des 17p13 führt zum Verlust 
des Tumorsuppressorgens TP53, das für die Regulierung der genomischen Stabilität 
mitverantwortlich ist (Tab. 8). Mittels Interphase-FISH wird bei etwa 11% der 
neudiagnostizierten MM-Patienten eine Deletion von 17p13 detektiert, wobei hier auch eine 
monoallelische Deletion auftreten kann (AVET-LOISEAU, 2007; AVET-LOISEAU et al., 2007; DRACH 
et al., 1998). Interessanterweise ist die del(17p13) mit fortgeschrittenen MM-Stadien und 
aggressivem Verlauf assoziiert (SCHULTHEIS et al., 1999). Eine Deletion von 17p13 wird 
dagegen nicht in Plasmazellen der Monoklonalen Gammopathie unsignifikanter Signifikanz 
(MGUS), einer Vorstufe des Multiplen Myeloms, beobachtet (ACKERMANN et al., 1998). 
Aus bisherigen Untersuchungen geht eine wechselseitige Beziehung zwischen p53 und 
Aurora-A hervor. Während p53 die onkogene Aktivität der Aurora-A-Kinase durch direkte 
Interaktion mit der regulatorischen Aurora-Box unterdrückt, setzt Aurora-A sowohl die DNA-
Bindung als auch die Transaktivierungsaktivität von p53 ausser Kraft und induziert die 
Mdm2-vermittelte Proteolyse zur Inaktivierung von p53 (CHEN et al., 2002; KATAYAMA et al., 
2004; LIU et al., 2004). Weiterhin besteht eine enge Beziehung zwischen p53 und Aurora-A 
im Zusammenhang mit Tetraploidie und Zentrosomenamplifkation. Es wurde gezeigt, dass 
eine Überexpression von Aurora-A in Abhängigkeit vom p53 Status zu Zytokinese-Defekten 
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(Tetraploidisierung) führt, die wiederum eine Zentrosomenamplifikation zu Folge haben 
(MERALDI et al., 2002). Gescheiterte Mitosen werden in der folgenden G1-Phase durch einen 
post-mitotischen Kontrollpunkt in Abhängigkeit von p53 und p21 detektiert und die Zelle 
arretiert. Tetraploidisierung und Zentrosomenamplifikationen sind jedoch in Abwesenheit von 
p53 stärker ausgeprägt (MERALDI et al., 2002). Die Beobachtungen, dass beim MM die Anzahl 
der Zentrosomen mit der Zunahme der Aggressivität des Tumors korreliert und dass die 
Deletion von 17p13 erst spät im Laufe der Tumorprogression stattfindet, welche wiederum 
mit der Aurora-A Val57-Variante korreliert, weisen auf eine mögliche Bedeutung von p53 und 
Aurora-A-Val57 für die Erkrankungsprogression hin (GUSTAFSON et al., 2000; KRAMER et al., 
2003; PIHAN et al., 2003). 
Die 17p13-Deletion korreliert sowohl mit kürzerem Gesamtüberleben als auch mit kürzerem, 
ereignisfreiem Überleben und ist neben t(4;14) ein unabhängiger prognostischer Faktor beim 
MM. Dieser Zusammenhang der 17p13-Deletion mit einem fortgeschrittenem Stadium des 
MMs und kürzerem gesamt- und ereignisfreiem Überleben führte zur Vermutung, dass MM-
Patienten mit der Aurora-A Val57-Variante eine schlechtere Prognose haben. Ein 
Zusammenhang mit dem Gesamtüberleben wurde jedoch bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht 
gefunden, da die Anzahl der Todesfälle bei beiden Gruppen mit jeweils etwa 22% noch 
gering sind und diese Daten für eine statistische Analyse des Gesamtüberlebens nicht 
ausreichen. Eine Analyse des Gesamtüberlebens mit ausschließlicher Betrachtung von MM-
Patienten ab initialer Chemotherapie könnte möglicherweise eine Korrelation im Hinblick auf 
die Val57-Variante aufweisen.  
 
4 HAPLOTYP-ANALYSE BEI MM-PATIENTEN 
Neben der Assoziation eines einzelnen SNPs mit einer Erkrankung können auch Interaktionen 
benachbarter SNPs auf demselben Chromosom, den sogenannten Haplotypen, zu einem 
kumulativen Risiko für eine Krankheit beitragen. Seit dem Beginn des Internationalen 
HapMap Projektes im Jahr 2002, dessen Ziel die Kartographierung der Haplotypen 
(Haplotype Mapping) ist, wurden bislang in zwei Analyse-Phasen mehr als 3,1 Millionen SNPs 
kartographiert (FRAZER et al., 2007). Die Ergebnisse des Projekts werden Forschern weltweit 
zur Verfügung gestellt, so dass sie anhand der Haplotypen-Karten (HapMaps) sowohl die 
Assoziation mit verschiedenen Erkrankungen als auch den Einfluss von Umweltreizen und 
Medikamenten erforschen können.  
In der vorliegenden Arbeit wurden die Haplotypen der Kombinationen von Phe31Ile und 
Val57Ile bei MM-Patienten untersucht. Während Phe31-Val57 sowohl bei gesunden 
Individuen als auch bei MM-Patienten am stärksten vertreten war, konnte in keinem der 
untersuchten Individuen die Kombination Ile31-Ile57 detektiert werden, was die Ergebnisse 
bei kaukasischen Brust- und Ovarialkarzinom-Patienten bestätigt (COX et al., 2006; DICIOCCIO 
et al., 2004; EGAN et al., 2004). Eine Assoziation mit dem MM wurde für die Haplotypen 
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Phe31-Val57 (T-G) und Phe31-Ile57 (T-A) festgestellt (Abb. 15). Hierbei trägt wahrscheinlich 
die Val57-Variante zum erhöhten Risiko für MM bei, während die Ile57-Variante dagegen 
protektiv wirkt.  
 
5 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG VON MM-ZELLLINIEN 
MM-Zelllinien wurden für die Phe31Ile- und Val57Ile-SNPs genotypisiert (Tab. 9), um die 
Bedeutung der Genvarianten in weiterführenden funktionellen Assays näher erörtern zu 
können. Da die Verteilung der Allel- und Genotypfrequenzen entsprechend der Population 
variiert, wurden lediglich die kaukasischen MM-Zelllinien analysiert. Die MM-Zelllinien 
unterschieden sich gegenüber der Kontrolle weder in der Verteilung der Allel- und 
Genotypfrequenzen noch in der Allelfrequenz auf RNA- im Vergleich auf DNA-Ebene (Tab. 9; 
Tab. 10). Durch keine der durchgeführten Analysen konnte ein Bezug zwischen 
Proteinexpression (4Abb. 16), Kinaseaktivität (Abb. 17) und zentrosomalen Aberrationen 
(Abb. 18) mit den Genvarianten des Val57Ile-SNPs bei MM-Zelllinien gefunden werden, da 
jede Zelllinie für sich ein anderes Muster zeigte.  
Humane MM-Zelllinien (HMCL, human myeloma cell lines) werden aus extramedullären 
Myelom Manifestationen generiert, die besonders ausgeprägte Abnormalitäten aufweisen 
(DREXLER & MATSUO, 2000; MATSUO et al., 2000). Da Zelllinien außerdem während der in vitro-
Kultivierung weitere genetische Veränderungen erwerben, spiegeln sie nicht mehr exakt die 
genetischen Veränderungen bei Patienten wider und werden daher als Endstadium der 
Tumorprogression betrachtet. Eine Genexpressionsanalyse von MM-Patienten, Plasmazell-
Leukämie-Patienten und MM-Zelllinien zeigte, dass sich die MM-Zelllinien mit einem relativ 
homogenem Genexpressionsprofil-Muster von den anderen Myelom-Gruppen abgrenzen. 
Dies ist teilweise auf die hohe Proliferationsrate zurückzuführen, bei der genetische 
Veränderungen akkumulieren, die sich bei primären Myelomzellen nicht finden (LOMBARDI et 
al., 2007).  
Aus dem fehlenden Zusammenhang zwischen Proteinexpression, Kinaseaktivität und 
Zentrosomenaberrationen bezüglich der Aurora-A-Genvarianten bei MM-Zelllinien wurde 
geschlussfolgert, dass die hochproliferativen MM-Zelllinien aufgrund ihrer Heterogenität nicht 
zur Untersuchung von SNP-Unterschieden geeignet sind. Da SNPs durch komplexe 
Interaktionen zu einer bestimmten Wirkung beitragen, würde die Heterogenität der MM-
Zelllinien auf diese Interaktionen Einfluss nehmen und unterschiedliche Effekte erzielen. 
Daher konnten die MM-Zelllinien nicht für weitere funktionelle Analysen eingesetzt werden.  
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6 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG DER STABIL AURORA-A 
EXPRIMIERENDEN U2OS-ZELLLINIEN 
Neben der Identifizierung von genetischen Varianten ist die Untersuchung ihrer 
phänotypischen Auswirkungen eine große Herausforderung für die Ermittlung der 
genetischen Grundlage der Suszeptibilität und der Entstehung von Krebs. Um die 
Genvarianten von Aurora-A mittels funktioneller Analysen untersuchen zu können, wurden 
beide SNP-Varianten in Zellen mit identischem genetischen Hintergrund exprimiert. Für diese 
Analysen wurden Osteosarkom (U2OS) Zellen verwendet, da sie neben einer normalen 
phänotypischen Morphologie einen relativ normalen Karyotyp aufweisen und für fluoreszenz-
mikroskopische Analysen gut geeignet sind. Darüber hinaus verfügen sie über eine intakte 
p53/p21-Kaskade. Die Genotypisierung der U2OS-Zellen zeigte zudem, dass sie für den 
Val57Ile SNP heterozygot ist und eine Allelexpression von jeweils 50% aufweist (HIROTA et al., 
2003; KUFER et al., 2002).  
Die U2OS-Zellen wurden mit den Aurora-A-Val57- und Aurora-A-Ile57-Konstrukten 
transfiziert. Die Transfektionsfähigkeit der Konstrukte wurde zunächst mittels transienter 
Transfektion getestet. Bereits nach 48 h ließ sich eine erfolgreiche Transfektion mit einer 
Effizienz von 100% bestätigen (Abb. 20). Für weiterführende Charakterisierungen mussten 
jedoch stabile Linien generiert werden, da transient transfizierte Zellen einerseits für 
funktionelle Analysen nur einen begrenzten Zeitraum verfügbar sind und andererseits 
unterschiedlichste Expressionsintensitäten aufwiesen. Die Expression der Konstrukte fällt 
zwar bei der stabilen Transfektion geringer aus als bei der transienten Transfektion, die 
Intensität der Expression ist jedoch in allen Zellen homogen.  
In vitro Studien zeigten, dass die Amplifikation und/oder die Überexpression von Aurora-A 
mit einer zentrosomalen Amplifikation und in der Folge mit einer verstärkten chromosomalen 
Instabilität und Aneuploidie zusammenhängen (BISCHOFF et al., 1998; ZHOU et al., 1998). In 
der vorliegenden Arbeit sollte ein bislang nicht beschriebener Vergleich der Phänotypen 
zwischen den Aurora-A Val57Ile-Varianten durchgeführt werden. Die Proliferationsrate von 
U2OS-Val57-Zellen unterschied sich nach 6 Tagen deutlich von denen von U2OS-Ile57-
Zellen, ohne dass die Viabilität und die Apoptoserate dieser Zellen betroffen waren (Abb. 24 
A, B, D). Die Proliferation von Wildtyp-U2OS-Zellen hingegen verlief langsamer als bei den 
stabilen Zellen (Abb. 24C). Somit trägt die erhöhte Aurora-A Expression in den stabilen 
Zelllinien und insbesondere der Val57-Variante zur gesteigerten Proliferation bei. Die 
gesteigerte Proliferation der U2OS-Val57-Zellen könnte eine Konsequenz der erhöhten 
Kinaseaktivität der Val57-Variante sein (Abb. 26).  
Bisherige Studien zeigten, dass Amplifikation und/oder Überexpression von Aurora-A zu 
zentrosomalen Aberrationen führen (EWART-TOLAND et al., 2003; HAMADA et al., 2003; MIYOSHI 
et al., 2001; SEN et al., 1997; ZHANG et al., 2004; ZHOU et al., 1998). In der vorliegenden 
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass je nach Variante des Val57Ile-SNPs das Ausmaß 
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der Induktion zentrosomaler Aberrationen variierte. Bei U2OS-Val57-Zellen konnte 
gegenüber U2OS-Ile57-Zellen neben signifikant vermehrten zentrosomalen Aberrationen 
während der Interphase eine auffällige Zunahme abnormaler Spindelbildung bei mitotischen 
Zellen festgestellt werden (Abb. 27). Wäre die Entstehung von Zentrosomenamplifikationen 
abhängig vom Expressionsniveau der Aurora-A Kinase, müssten Wildtyp-U2OS-Zellen, die 
relativ wenig Aurora-A exprimieren (Abb. 16), geringe zentrosomale Aberrationen im 
Vergleich zu stabilen Zelllinien aufweisen. Die Beobachtung zeigt aber, dass bei Wildtyp-
U2OS-Zellen Zentrosomenaberrationen als auch Spindelaberrationen stärker ausgeprägt sind 
als bei U2OS-Ile57-Zellen (Abb. 27). Wildtyp-U2OS-Zellen sind heterozygot für den Val57Ile-
SNP und weisen auf der RNA-Ebene eine Verschiebung des Allelverhältnisses zugunsten der 
Val57-Variante auf (Abb. 28). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass nicht das 
Expressionsniveau von Aurora-A, sondern die Aurora-A Val57-Genvariante einen Einfluss auf 
die zentrosomalen Aberrationen ausübt. Für die Entstehung zentrosomaler Aberrationen 
scheint die N-terminale regulatorische Domäne von Aurora-A mitverantwortlich zu sein 
(MERALDI et al., 2002). Die Lokalisation des Val57Ile-SNPs in der Aurora-Box der 
regulatorischen Domäne lässt vermuten, dass die Val57Ile-Genvarianten dadurch einen 
unterschiedlichen Einfluss auf die Zentrosomenregulation ausüben könnten. Im Unterschied 
zur Ösophaguskarzinom-Studie, bei der vermutet wird, dass die Ile57-Variante zur 
genomischen Instabilität führt, unterstützen diese Ergebnisse die Relevanz der Aurora-A 
Val57-Variante bei der zentrosomale Deregulierung (KIMURA et al., 2005).  
Es wurde bereits gezeigt, dass der Verlust von p53 durch Deletion oder Mutation zu 
zentrosomalen Aberrationen führt, einem Phänotyp, der ebenfalls nach einer Überexpression 
von Aurora-A zu beobachten ist (KATAYAMA et al., 2004). Ein denkbarer Ansatz wäre, dass die 
Haplotypen eine unterschiedliche Interaktion mit p53 haben. Der Val57Ile-SNP liegt in der 
Aurora-Box, über die p53 die onkogene Aktivität der Aurora-A-Kinase unterdrückt (CHEN et 
al., 2002). Hierbei könnte der Val57Ile-SNP einen Einfluss auf die Interaktion mit p53 
ausüben. Für die wechselseitige Beziehung zwischen p53 und Aurora-A ist ein Gleichgewicht 
der Aktivität dieser Proteine notwendig. Wird das Gleichgewicht gestört, könnte daraus eine 
Deregulierung der Zentrosomen resultieren. Sowohl die Amplifikation/Überexpression als 
auch die Val57-Variante von Aurora-A verursachen eine Zentrosomenamplifikation und 
führen somit zum gleichen Phänotyp wie die Inaktivierung von p53 durch Deletion oder 
Mutation. Interessant ist hierbei, dass die gemeinsame Präsenz von Val57-Variante und p53-
Deletion bei MM-Patienten im späten Stadium der Erkrankung auftritt, die eine synergistische 
Auswirkung auf die Zentrosomenaberrationen ausübt. Diese Ergebnisse stehen in 
Übereinstimmung mit den Beobachtungen, dass sich Zentrosomenaberrationen mit 
zunehmender Aggressivität der Krankheit verstärken (D'ASSORO et al., 2002; KRAMER et al., 
2005; PIHAN et al., 2003). 
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Da die Aurora-A-Kinase in der Einleitung und der Progression der Mitose eine bedeutende 
Rolle spielt, war es von großem Interesse, die Mitosen der stabil Aurora-A exprimierender 
Zellen näher zu untersuchen (HACHET et al., 2007; HIROTA et al., 2003; LIU & RUDERMAN, 
2006). Die verstärkte Proliferation ließ schon vermuten, dass die U2OS-Val57-Zellen mehr 
Mitosen aufweisen würden. In der Tat zeigten U2OS-Val57-Zellen signifikant mehr Mitosen 
(3,5%) gegenüber U2OS-Ile57 (2,0%; p<0,001) und Wildtyp-U2OS-Zellen (2,3%; p=0,008) 
(Abb. 29). Weiterhin konnte eine Verkürzung der Mitosedauer bei Überexpression von 
Aurora-A beobachtet werden, die den Daten aus einer Studie entsprechen, bei der eine 
Inhibierung von Aurora-A mittels Antikörper Mikroinjektion und siRNA (small interfering RNA) 
zur Verlängerung der Mitosedauer führt (MARUMOTO et al., 2003). U2OS-Val57-Zellen 
befanden sich mit 67 min auffällig kürzer in der M-Phase (Abb. 29; Abb. 30A, B), während 
U2OS-Ile57-Zellen im Durchschnitt 73 min und Wildtyp-U2OS-Zellen 86 min in der Mitose 
verweilten. Demnach besitzen Zellen mit erhöhter Aurora-A Expression eine wesentlich 
kürzere Mitosedauer als Zellen, die nur geringfügig Aurora-A exprimieren (wt-U2OS), 
welches auf eine Korrelation des Expressionsniveaus von Aurora-A mit der Mitosedauer 
hinweist. Es wurde bereits gezeigt, dass sich Zellen mit Aurora-A Überexpression über den 
Kontrollpunkt in der Mitose hinwegsetzen und dadurch möglicherweise eine Verkürzung der 
Mitosedauer und die zentrosomale Aberrationen induzieren (ANAND et al., 2003; DUTERTRE & 
PRIGENT, 2003).  
Zu den beobachteten Unterschieden zwischen den beiden stabilen Zelllinien sollte darauf 
hingewiesen werden, dass die riskantere Val57-Variante in stabilen U2OS-Zellen stärker 
exprimiert wurde als die Ile57-Variante. Um trotz unterschiedlicher Expressionsniveaus 
dennoch aussagekräftige Vergleiche zu ziehen, wurde als Kontrolle die Wildtyp-U2OS-Zellen 
herangezogen, die zunächst durch ihre Heterozygotie und gleichmäßige Verteilung der 
jeweiligen Allele des Val57Ile-SNPs geeignet zu sein schienen. Die Untersuchung auf RNA-
Ebene jedoch deutete auf eine Begünstigung der riskanteren Val57-Variante der Wildtyp-
U2OS-Zellen hin. Daher sind die Ergebnisse von U2OS-Val57 und Wildtyp-U2OS sich 
ähnlicher als im Vergleich zu U2OS-Ile57, wenn die Genvariante den Phänotypen beeinflusst, 
während bei einem Einfluss durch das Expressionsniveau, sich U2OS-Val57 von U2OS-Ile57 
und Wildtyp-U2OS deutlich unterscheidet. Für eindeutige Aussagen bei vergleichenden 
Untersuchungen der zwei stabil überexprimierenden Zelllinien der Val57Ile-Varianten ist 
jedoch eine äquivalente Expression der Fusionsproteine notwendig. Eine vergleichbare 
Expression der stabilen Zellen U2OS-Val57 und U2OS-Ile57 wurde unmittelbar nach der 
Herstellung der stabilen Zelllinien durch eine Western Blot Analyse bestätigt (Abb. 22A). Bei 
einer weiteren Proteinexpressions-Analyse zu einem späteren Zeitpunkt wurde jedoch eine 
Veränderung im Expressionsmuster beobachtet. Die U2OS-Ile57-Zellen besaßen nun eine 
deutlich schwächere Expression von EGFP-Aurora-A im Vergleich zu den U2OS-Val57-Zellen 
(Abb. 22B). Es ist bekannt, dass sich auch stabil transfizierte Zellen im Laufe der Zeit 
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verändern (MÜLHARDT, 2003). Um den Anteil sich verändernder Zellen möglichst gering zu 
halten, wurden die stabil transfizierten Zelllinien unter konstantem Selektionsdruck gehalten. 
Bei der Herstellung von stabil transfizierten Zelllinien proliferierten die selektierten 
Zellkolonien zu Beginn sehr langsam, so dass eine Kryokonservierung erst einige Wochen 
nach der ersten Aurora-A Expressionsanalyse erfolgen konnte. Eine weitere Folge der 
geringen Proliferation war die lange Kultivierungszeit der stabilen Zelllinien. Die lange 
Kultivierung erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass sich die Zellen trotz Selektionsdruck 
verändern. Da V11 (U2OS-Val57) und i12 (U2OS-Ile57) die einzigen zur Verfügung 
stehenden Zellklone der stabil transfizierten Zelllinien waren, wurden diese dennoch für 
funktionelle Analysen eingesetzt.  
 
7 AUSBLICK 
Für die Bestätigung der Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit werden gegenwärtig 
induzierbare stabile Zelllinien generiert, die äquivalente Mengen an Aurora-A Proteinen 
exprimieren sollen. Induzierbare Genexpressionssysteme haben gegenüber konstitutiven 
Genexpressionssystemen den Vorteil, dass die Genexpression zeitlich und quantitativ 
reguliert werden kann. Anhand der kontrollierten Expression der Zielgene kann sowohl die 
Steuerung biochemischer und physiologischer Prozesse durch das Transgenprodukt präziser 
analysiert als auch eventuell toxische Auswirkungen bei konsitutiver Genexpression 
verhindert werden.  
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